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Il existe plusieurs défis au développement d’une thérapie visant à stimuler l’immunité 
cellulaire. Dans la prévention contre certains virus et en immunothérapie du cancer, 
l’induction de lymphocytes T spécifiques est cependant primordiale. Dans la première partie 
de l’étude, nous avons porté notre attention sur la compréhension de la présentation croisée 
par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) médiée par des particules 
pseudo-virales (VLP) composées de la protéine de surface de potexvirus à laquelle nous avons 
ajouté un épitope de la protéine M1 du virus de l’influenza ou un épitope de la protéine gp100 
du mélanome. Cette VLP se caractérise par sa capacité à stimuler, sans l’aide d’adjuvant, le 
système immunitaire et de présenter de façon croisée l’épitope inséré dans sa protéine de 
surface et ce, indépendamment de l’activité du protéasome.  
Nous avons, tout d’abord, comparé les propriétés de présentation antigénique croisée 
des VLP formées du virus de la mosaïque de la malva (MaMV) à celles des VLP du virus de 
la mosaïque de la papaye (PapMV). Les résultats confirment que ces propriétés sont partagées 
par plusieurs membres de la famille des potexvirus malgré des divergences de séquences 
(Hanafi et al. Vaccine 2010). De plus, nous avons procédé à des expériences pour préciser le 
mécanisme menant à la présentation de l’épitope inséré dans les VLP de PapMV. Les résultats 
nous confirment une voie vacuolaire dépendante de l’activité de la cathepsine S et de 
l’acidification des lysosomes pour l’apprêtement antigénique. L’induction de l’autophagie par 
les VLP semble également nécessaire à la présentation croisée par les VLP de PapMV. Nous 
avons donc établi un nouveau mécanisme de présentation croisée vacuolaire dépendant de 
l’autophagie (Hanafi et al. soumis Autophagy).  
En second lieu, en immunothérapie du cancer, il est aussi important de contrôler les 
mécanismes d’évasion immunitaire mis en branle par la tumeur. Nous avons spécifiquement 
étudié l’enzyme immunosuppressive indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) (revue de la 
littérature dans les tumeurs humaines; Hanafi et al. Clin. Can. Res 2011) et son inhibition dans 
les cellules tumorales. Pour ce faire, nous avons tenté d’inhiber son expression par la 
fludarabine, agent chimiothérapeutique précédemment étudié pour son activité inhibitrice de 
l’activation de STAT1 (signal transducers and activators of transcription 1). Étonnamment, 
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nos résultats ont montré l’inhibition d’IDO dans les cellules tumorales par la fludarabine, 
indépendamment de l’inhibition de la phosphorylation de STAT1. Nous avons démontré que 
le mécanisme d’action dépendait plutôt de l’induction de la dégradation d’IDO par le 
protéasome (Hanafi et al. PlosOne 2014).  
Les travaux présentés dans cette thèse ont donc portés autant sur la compréhension 
d’une nouvelle plateforme de vaccination pouvant médier l’activation de lymphocytes T CD8+ 
cytotoxiques et sur le contrôle d’une immunosuppression établie par les cellules tumorales 
pour évader au système immunitaire. Ces deux grandes stratégies sont à considérer en 
immunothérapie du cancer et la combinaison avec d’autres thérapies déjà existantes pourra 
permettre une meilleure réponse clinique. 
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There are several challenges to the development of therapies aimed at stimulating 
cellular immunity. In viral infection prevention and in cancer immunotherapy, the induction of 
specific T lymphocytes is, however, of paramount importance. In the first part of this study, 
we focused our attention on understanding the major histocompatibility complex class I 
(MHC I) cross-presentation mediated by virus-like particles (VLP) composed of potexvirus 
coat protein, in which we had inserted an epitope from the M1 protein of the Influenza virus or 
an epitope from gp100, a tumour antigen of melanoma. This particular VLP is characterized 
by its ability to stimulate the immune system with no adjuvant and its cross-presentation of the 
inserted epitope independently of proteasome activity. 
First, we compared the antigenic cross-presentation properties of Malva mosaic virus 
(MaMV) VLPs to that of Papaya mosaic virus (PapMV) VLPs. The results confirm that cross-
presentation mechanisms are shared among different members of the potexvirus family despite 
marked differences in their sequences (Hanafi et al. Vaccine 2010). Furthermore, we have 
conducted experiments to clarify the mechanism leading to the cross-presentation of the 
inserted epitope in PapMV VLPs. The results confirm a vacuolar pathway dependent on 
cathepsin S activity and on lysosomal acidification for antigen presentation. Autophagy 
induction by VLPs is also important to PapMV VLP antigen cross-presentation. We have 
herein described a new vacuolar MHC I cross-presentation pathway dependent on autophagy 
(Hanafi et al. in preparation).  
Secondly, in cancer immunotherapy, it is crucial to control immune evasion 
mechanisms that are initiated by the tumour. We have specifically studied the 
immunosuppressive enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (human cancer literature 
review in Hanafi et al. Clin. Can. Res. 2011), and its inhibition in tumour cells. To this end, 
we inhibited its expression using fludarabine, a chemotherapeutic agent previously studied for 
its inhibitory effect on STAT1 (signal transducers and activators of transcription 1) 
phosphorylation. Surprisingly, our results demonstrate that IDO inhibition in cancer cells by 
fludarabine was independent of STAT1 phosphorylation. We showed that the mechanism of 
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action was rather dependent on the induction of IDO degradation by the proteasome (Hanafi et 
al. PlosOne 2014).  
The work presented in this thesis provides a better understanding of how a new vaccine 
platform can mediate cytotoxic CD8+ T lymphocytes activation and the control of the problem 
of immunosuppression by tumour cells for the evading of the immune system. These two main 
strategies are to key for the consideration of cancer immunotherapy in combination with other 
existing therapies, as these should allow a better clinical response to cancer treatment. 
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Objectif général et structure de la thèse 
L’objectif principal des travaux de cette thèse consiste à étudier différentes stratégies 
pour stimuler la réponse immunitaire de type cellulaire dans un contexte d’immunothérapies 
du cancer ou en prévention d’infections virales. La section Introduction permettra de mettre 
en contexte mon projet de doctorat en faisant une revue des différents aspects de l’immunité 
cellulaire, de la vaccination, de la présentation antigénique croisée et de l’immunorégulation 
par l’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO). Le Chapitre 1 présentera, sous forme de manuscrit 
publié, les résultats de la comparaison de deux potexvirus en tant que plateforme de 
vaccination fait de particules pseudo-virales (VLP). Le Chapitre 2 étudiera plus en 
profondeur la présentation antigénique croisée médiée par les VLP du virus de la mosaïque de 
la papaye (PapMV) et l’implication de l’autophagie. Ce chapitre est également présenté sous 
forme de manuscrit, mais n’est pas encore publié. Le Chapitre 3 présentera une stratégie 
d’inhibition de l’expression d’IDO par un agent chimiothérapeutique qui stimule la 
dégradation de cette enzyme par le protéasome. Ce chapitre est également sous forme de 
manuscrit publié. Finalement, la section Discussion et Perspectives reviendra sur les résultats 
présentés dans les trois chapitres afin de les mettre en contexte avec ce qui a déjà été publié et 
proposer de futures expériences. 
 
Immunité cellulaire 
Le système immunitaire (SI) est organisé de façon à pouvoir défendre le corps de 
différentes attaques. Ce système complexe peut être divisé en deux types de réponse 
immunitaire : innée et adaptative. L’immunité innée répond au premier signe d’intrusion de 
façon rapide. Par opposition, le SI adaptatif répond en deuxième ligne et ce, plus lentement. 
L’immunité adaptative possède également la caractéristique de conserver une mémoire 
immunologique afin de répondre plus efficacement aux attaques subséquentes par un même 
pathogène. Les réponses du système adaptatif peuvent être divisées en deux grandes 
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catégories, la réponse humorale (sécrétion d’anticorps spécifiques) et la réponse cellulaire 
(lyse par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques (CTL)). Dans cette thèse, je me concentrerai 
sur l’immunité à médiation cellulaire. 
 
Induction de la réponse cellulaire  
L’immunité cellulaire se définit par l’activation des CTL qui lysent spécifiquement les 
cellules exprimant à leur surface le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) 
contenant un peptide spécifique. Tout d’abord, les CTL à leur sortie du thymus sont naïfs et en 
attente de rencontrer l’antigène pour lequel leur TCR (T cell receptor) recombiné est 
spécifique. Un CTL naïf doit être activé par les cellules présentatrices d’antigènes (APC) 
professionnelles (appelé le priming ou l’initiation). Cette activation spécifique permet 
d’empêcher la suractivation des CTL et est nécessaire pour permettre aux CTL d’acquérir 
pleinement toutes leurs fonctions effectrices. L’initiation doit se faire par une APC ayant 
maturée dans des conditions optimales et présentant un antigène spécifique. 
 
TROIS SIGNAUX D’ACTIVATION 
L’initiation de la réponse à médiation cellulaire nécessite trois signaux spécifiques 
(Figure 1). Le premier signal est la présentation d’un peptide spécifique par le CMH I de 
l’APC. Il est donc nécessaire que la protéine du non-soi ou du soi altéré pour laquelle le CTL 
est spécifique soit présentée par une APC. Pour ce faire, les APC parcourent le corps à la 
recherche d’antigènes du non-soi, c’est-à-dire des protéines qui ne sont généralement pas 
exprimées par le corps humain. Elles détectent aussi des signaux associés au danger ou au 
non-soi par de multiples récepteurs de la famille des PRR (pathogen recognition receptor) [1]. 
L’engagement de ces récepteurs donnera un signal de maturation à l’APC qui pourra ainsi 
initier la réponse immunitaire. Les APC matures présenteront donc des fragments de protéines 
(peptides ou épitopes) logés dans la poche peptidique de leur CMH I et CMH II. Le 
mécanisme de chargement sur le CMH I sera discuté plus en détails dans la section 




 Lorsque le TCR du CTL reconnaitra le bon peptide chargé sur le CMH I approprié, il 
y aura activation du signalement cellulaire associé au TCR (Figure 1). Une cascade 
d’évènements signalétiques, incluant le relâchement de calcium, mènera à l’activation du 
lymphocyte T. Rapidement après l’engagement du TCR, la protéine kinase Lck (lymphocyte-
specific protein tyrosine kinase) phosphorylera les motifs activateurs de tyrosine des 
immunorécepteurs (ITAM) présents sur les chaines CD3 [2]. La protéine Zap70 (Zeta-chain-
associated protein kinase 70) reconnaitra cette phosphorylation et pourra elle-même être 
phosphorylé par Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) [3]. L’activité kinase de 
Zap70 engendrera l’activation du signalosome échafaudé autour de la protéine LAT (linker of 
activated T cells) [4]. Le signalosome régulera positivement l’activité de la phospholipase C 
(PLC) γ1. Finalement, le relâchement d’inositol triphosphate (IP3) par la PLCγ1 induira la 
libération de calcium stocké dans le réticulum endoplasmique (ER) et le relâchement de 
diacylglycérol (DAG) qui activera la voie phosphokinase C (PKC) θ menant ultimement à 
l’activation des voies NF-κB (nuclear factor κB), CREB (cAMP response element-binding 
protein) et AP-1 (activator protein 1) [5] (Figure 1).  
Pour mener à bien l’initiation de la réponse immunitaire, il est nécessaire que l’APC 
fournisse également le signal 2 (Figure 1). Ce signal consiste en la stimulation du récepteur 
CD28 sur les lymphocytes T [6]. Les APC matures expriment, à leur surface, des ligands 
initiant des signaux de costimulation (CD80 et CD86) par leur liaison au CD28. L’absence de 
cette costimulation lors de la stimulation du TCR mènera à l’anergie du lymphocyte T naïf [7]. 
Le CD28 favorise la stimulation par le TCR grâce à un recrutement localisé de la PKC θ au 
niveau de la synapse immunologique [8]. De plus, l’engagement du CD28 est nécessaire pour 
une activation optimale de la signalisation du TCR [9]. De nos jours, nous savons aussi qu’il 
existe d’autres signaux de costimulation pour le lymphocyte T, comme OX40, ICOS 
(inducible T-cell costimulator), 4-1BB ou CD40L (revue dans [10]). 
Finalement, le troisième signal nécessaire à la complète activation du CTL est la 
sécrétion de cytokines (Figure 1). Des essais in vitro ont montré que la présence de CMH I et 
de CD80/86 n’était pas suffisante pour activer pleinement les lymphocytes T. L’ajout 
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d’interleukine (IL)-12 ou d’interféron (IFN)-α/β remédiait à cette situation [11]. Tout d’abord, 
l’IL-12 est sécrété par les APC après engagement de leur récepteur CD40 par son ligand, le 
CD40L (CD154), exprimé à la surface des lymphocytes T CD4+ [12]. De plus, l’engagement 
des PRR stimule dans les APC, surtout les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC), la 
production d’IFN-α/β [13]. La présence de cytokines pro-inflammatoires vient donc compléter 
la trilogie d’activation et permet de générer des CTL effecteurs qui pourront tuer les cellules 
cibles.  
 
Figure 1 Transduction du signal par le TCR et activation des lymphocytes T 
L’induction de la réponse lymphocytaire T CD8+ cytotoxique nécessite l’activation par une 
APC mature qui fournira les signaux via le CMH I (1), la costimulation (2) et la sécrétion de 
cytokines (3). Brièvement, la transduction du TCR est médiée par la phosphorylation initiale 
du CD3 et de Zap70 par Lck. Zap70 activera ensuite le signalosome représenté ici par LAT. 
La PLCγ1 est ensuite activée et, par la production d’IP3, induira le relâchement de calcium 
(Ca2+) dans le cytoplasme. De plus, la production de DAG activera la PKC θ  étant recrutée 
par le CD28 à la synapse immunologique activant ainsi une panoplie de cascades de 
signalisation permettant les fonctions effectrices et la prolifération des lymphocytes T. 
CMHI : complexe majeur d’histocompatibilité de classe I, TCR : récepteur cellule T, IL-12 : 
interleukine-12, IFN-α/β  : interféron-alpha/beta, Zap70 : Zeta-chain-associated protein 
kinase 70, Lck : lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, LAT : linker of activated T cells, 
PLCγ1 : phospholipase gamma1, IP3 : inositol triphosphate, DAG : diacylglycérol, PKC θ  : 

























CELLULES PRÉSENTATRICES D’ANTIGÈNES (APC) PROFESSIONNELLES 
Il est impossible de parler d’induction de l’immunité cellulaire sans discuter des 
différents types d’APC qui ont un rôle crucial dans l’activation des lymphocytes T. Les APC 
professionnelles peuvent se définir comme des cellules ayant la capacité de présenter des 
peptides autant par CMH I que par CMH II et pouvant ainsi activer les lymphocytes T CD8+ et 
CD4+. Les recherches du Dr Steinman menant à la découverte de la cellule dendritique (DC) 
dans les années 1970 lui ont valu le prix Nobel de médecine en 2011 [14]. Depuis cette 
découverte, une panoplie d’études a permis de mieux comprendre la variété des fonctions et la 
diversité des sous-types de DC. Nous savons maintenant que les DC sont une population de 
cellules immunitaires importante dans l’induction, la polarisation et le contrôle de la réponse 
immunitaire. Il existe plusieurs sous-populations de DC chez l’humain autant circulantes que 
résidentes qui ont chacune leurs fonctions spécifiques (revue dans [15]).  
Les monocytes-macrophages sont également des APC professionnelles. Les monocytes 
sont des phagocytes mononuclées circulant dans le sang, tandis que l’appellation 
« macrophages » désigne ces mêmes cellules circulant dans les tissus. Ce type cellulaire, grâce 
à leur grande capacité de phagocytose, a la possibilité de faire un échantillonnage exhaustif 
des antigènes présents dans le microenvironnement en homéostasie et lors d’inflammation. 
Tout comme les DC, il existe plusieurs types de macrophages résidents, comme les cellules 
Kupffer dans le foie [16] et les macrophages alvéolaires dans les poumons [17].  
Finalement, les lymphocytes B activés sont également des APC professionnelles. À la 
suite de l’engagement de leur récepteur de cellule B (BCR), ces cellules ont la capacité 
d’endocyter spécifiquement l’antigène lié aux anticorps membranaires. L’endocytose 
dépendante du BCR permet la concentration d’antigènes spécifiques grâce à la reconnaissance 
protéique médié par l’anticorps de surface. La présentation de ces antigènes est 
proportionnelle à l’affinité entre l’antigène et l’anticorps de surface [18]. De plus, les 
lymphocytes B activés par le CD40L (CD40B) ont également la capacité de capturer et de 
présenter des antigènes de façon indépendante de leur BCR [19]. La Figure 2 permet de 
constater que plus longtemps les lymphocytes B sont stimulés avec du CD40L et de l’IL-4, 
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plus ils acquièrent de grandes capacités de présentation antigénique. Puisque les 
lymphocytes B représentent une plus grande population des cellules immunitaires circulantes 
que les cellules dendritiques, il est plus facile d’en obtenir à partir du sang périphérique [20]. 
Cette propriété peut être utilisée pour générer une grande quantité d’APC efficaces en 
vaccination cellulaire (revue dans [21]). Dans les deux premiers chapitres de cette thèse, nous 
avons utilisé les CD40B comme APC. De plus, pour certains essais, l’immortalisation par le 
virus Epstein-Barr (EBV) a permis d’obtenir une lignée cellulaire pouvant présenter des 
antigènes par CMH I et CMH II de façon constitutive. La protéine LMP1 (latent membrane 
protein 1) de l’EBV mime la signalisation moléculaire par le CD40 dans les lymphocytes B 
infectés et permet ainsi l’activation constitutive des lymphocytes B immortalisés [22]. 
 
Figure 2 Présentation antigénique 
croisée par les lymphocytes B 
activés 
Les lymphocytes B ont été purifiés 
par sélection magnétique négative 
et ont été utilisés pour présenter de 
façon croisée PapMV M1 à des 
lymphocytes T CD8+ spécifiques. 
NS : non-stimulés, d1, 5, 10 : 






Autorégulation de l’immunité cellulaire 
Après l’induction de la réponse immunitaire, il est important de contrôler son 
activation et de l’arrêter afin d’éviter les dommages engendrés par une réponse immunitaire 
excessive. Plusieurs mécanismes sont mis en place par le SI pour contrôler la suractivation des 
CTL et promouvoir la phase de contraction après l’insulte. Ce contrôle peut être fait à 























Le SI possède la capacité de déployer au site d’inflammation des cellules immunitaires 
spécialisées en immunorégulation. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont une sous-
population de lymphocytes T CD4+ possédant une activité inhibitrice sur les fonctions des 
lymphocytes T et les autres cellules immunitaires. Il existe deux sous-types de Treg, les 
naturels et les inductibles. Les Treg naturels (nTreg) sont formés directement dans le thymus lors 
de la sélection négative des lymphocytes T CD4+. Les nTreg expriment le facteur de 
transcription FoxP3 et une déficience en FoxP3 induit un syndrome d’hyperactivité 
immunitaire létal [23]. Ce facteur de transcription permet la différenciation en Treg par 
l’induction de marqueur comme CTLA (antigène des lymphocytes T cytotoxiques)-4 et GITR 
(glucocorticoid-induced TNFR family related gene) de même que l’inhibition de cytokines 
pro-inflammatoires, IL-2, IFN-γ et IL-4 (revue dans [24,25]). Pour leur part, les Treg 
inductibles (iTreg) sont générés en périphérie à même la population de lymphocytes T CD4+ 
dans un environnement immunosuppressif. Les signaux qui peuvent induire les iTreg sont 
multiples et inclus le TGF-β et l’acide rétinoïque [26-29]. L’IL-2 est également une cytokine 
importante dans le maintien des Treg. Ces dernières, exprimant à leur surface une grande 
quantité de CD25 (chaine alpha de l’IL-2R), sont sensibles à la présence de cette cytokine et 
en ont besoin pour leur fonction régulatrice [30-32].  
Les Treg ont la capacité de réguler la réponse immunitaire en réduisant l’apparition de 
maladie auto-immune ou en contrôlant la réponse contre les antigènes du non-soi, comme la 
flore intestinale commensale [33]. Les Treg peuvent supprimer la réponse immunitaire par 
plusieurs mécanismes (revue dans [34]). Tout d’abord, ces cellules suppriment la prolifération 
et la différenciation des lymphocytes T naïfs en cellules effectrices [35]. De plus, la sécrétion 
de TGF-β et d’IL-10 ou même d’IL-35 par les Treg contribue à maintenir un environnement 
immunosuppressif [36]. Finalement, les Treg peuvent empêcher la maturation des APC par de 
multiples mécanismes (LAG-3, CTLA-4, l’hydrolyse d’ATP) qui seront discutés plus en 
profondeur dans les sections suivantes. 
Un deuxième type cellulaire qui peut être associé à l’immunosuppression est le 
macrophage de phénotype M2. En règle générale, lors de la réparation d’une plaie ou lors de la 
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résolution d’une infection, des signaux de fin de réponse immunitaire sont enclenchés. La 
polarisation du macrophage en type M2 permet d’envoyer des signaux anti-inflammatoires et 
promouvant la réparation [37]. Par contre, dans plusieurs contextes chroniques, comme c’est 
le cas pour le cancer, les macrophages M2 peuvent avoir un effet délétère relié à leur 
phénotype stimulant la prolifération et la réparation [38,39] et favorisant même la formation 
de métastase [40]. Plusieurs stratégies en immunothérapie du cancer pourraient aider à 
contrôler ces macrophages associés aux tumeurs (TAM) (revue dans [41]). De plus, certaines 
maladies infectieuses ont évolué afin de favoriser la polarisation des macrophages en 
phénotype M2 tôt dans l’infection dans le but de s’évader à la réponse immunitaire [42-45]. 
Finalement, un autre type cellulaire caractéristiquement associé à l’immunosuppression 
est les cellules myéloïdes suppressives ou MDSC (myeloid-derived suppressor cells). Cette 
sous-population de cellules myéloïdes plutôt hétérogène est caractérisé par un phénotype 
immature (CD34+, CD33+, CD11b+ et HLA-DR-) et l’absence de marqueurs membranaires 
associés aux autres cellules immunitaires (précédemment appelées cellule null) [46,47]. 
L’identification de ce type cellulaire est assez récente et les informations sont surtout reliées à 
leur présence dans les cancers (revue dans [48]). Chez la souris, les MDSC expriment, dans un 
l’environnement hypoxique de la tumeur, des enzymes immunosuppressives comme l’arginase 
[49]. Pour la croissance tumorale, les MDSC favorisent la vascularisation du tissu néoplasique 
et la formation de métastases [50-54]. Ces cellules ont également un rôle dans le contrôle de la 
réponse immunitaire face aux maladies infectieuses, elles semblent favoriser la croissance des 




Les lymphocytes T ont la capacité de s’autoréguler en exprimant des molécules de 
surface qui réduiront la réponse immunitaire (Figure 3). Plusieurs de ces récepteurs ont la 
caractéristique d’être exprimés de façon constitutive par les Treg. Tout d’abord, le gène 
activateur des lymphocytes (LAG-3), membre de la superfamille des immunoglobulines, est 
exprimé sur les Treg et les lymphocytes T anergique [58]. Cette molécule se lie au CMH II de 
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la même façon que la molécule CD4, mais avec une plus forte affinité [59]. Cette interaction a 
pour conséquence d’inhiber l’activation des lymphocytes T CD4+ [60]. De plus, la liaison de 
LAG-3 au CMH II inhibe la maturation des DC [61]. L’expression de LAG-3 sur les 
lymphocytes T CD4+ et son engagement avec le CMH II favorisent également la 
différentiation en Treg [62]. Il est possible d’inhiber cette voie de suppression en utilisant une 
forme soluble recombinante de LAG-3 dans une thérapie contre le cancer [63,64] ou pour 
favoriser la vaccination [65,66]. 
La deuxième interaction de molécules immunosuppressives bien connue est le 
récepteur de mort cellulaire programmée (PD-1) avec ses ligands de mort cellulaire 
programmée (PD-L1/2). Cette interaction envoie des signaux inhibiteurs autant dans l’APC 
que dans le lymphocyte T. PD-1 est exprimé principalement à la surface des lymphocytes T à 
la suite de leur activation. La persistance de l’antigène induit une forte expression de PD-1 
[67]. La queue cytoplasmique de PD-1 contient deux motifs inhibiteur de tyrosine des 
immunorécepteurs (ITIM) [68]. Ces domaines inhiberont, lors de la liaison de PD-1 à ses 
ligands PD-L1 et PD-L2, la voie Akt via l’inhibition de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et 
l’activation de PTEN (phosphatase and TENsin homolog). Ceci résultera en une diminution de 
la production de cytokines, de la prolifération et de la survie du lymphocyte T [69]. 
L’inhibition de l’axe PD-1/PD-L1 est une voie très prometteuse dans l’amélioration de 
l’immunothérapie du cancer [70-72]. De plus, sa stimulation a démontré un rôle positif en 
transplantation pour maintenir une tolérance envers le greffon [73,74]. 
Finalement, le CTLA-4, molécule homologue au CD28, est capable d’inhiber 
l’interaction entre le CD28 et les récepteurs CD80 et CD86 grâce à sa très grande affinité pour 
le CD80/86 [75]. Le CTLA-4 est exprimé à la surface du lymphocyte T et se localise au 
niveau de la synapse immunologique pour inhiber la réponse [76,77]. En plus d’inhiber les 
lymphocytes T par compétition pour CD80/CD86, le CTLA-4 possède la capacité d’envoyer 
un signal négatif afin d’inhiber les phosphorylations associées à la stimulation du TCR [78]. 
Ceci inhibera plusieurs fonctions comme la production d’IL-2 et la progression du cycle 
cellulaire [79,80]. Finalement, le CTLA-4 est une molécule importante dans la fonction 
régulatrice des Treg, elle permet d’agir de multiples façons sur les DC pour diminuer leur 
immunogénicité [79,81]. L’utilisation d’anticorps anti-CTLA-4 est l’une des immunothérapies 
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importantes dans le traitement du cancer. Plusieurs essais cliniques ont donné des résultats 
encourageants quant à l’utilisation de l’ipilimumab (anti-CTLA-4) dans différents types de 
cancers [82-88]. Des essais cliniques de phase 3 montrent une augmentation de la survie lors 
du traitement du mélanome métastatique et ont permis, en mars 2011, son approbation par la 
FDA (food and drug administration) et un an plus tard par Santé Canada [89].  
 
ENZYMES IMMUNOSUPPRESSIVES 
La dernière classe de molécules qui contrôlent la suractivation du SI dont je parlerai 
dans cette introduction est celle des enzymes immunosuppressives. Ces enzymes utilisent des 
substrats communs dans le microenvironnement pour produire des molécules 
immunomodulatrices ou pour réduire la disponibilité de facteurs essentiels à la survie et la 
fonction des lymphocytes T (Figure 3).  
On trouve parmi ces enzymes, les ecto-nucléotidases extracellulaires CD39 et CD73 
qui dégradent l’ATP extracellulaire en adénosine. Le relargage d’ATP dans le milieu 
extracellulaire active l’immunité innée en recrutant des phagocytes [90], activant la voie de 
l’inflammasome [91] et en stimulant la réparation des tissus [92,93]. CD39 hydrolyse l’ATP 
extracellulaire en ADP et en AMP, tandis que CD73 transforme l’AMP en adénosine. En plus 
de réduire la présence d’ATP (molécule pro-inflammatoire), la production d’adénosine agit 
également directement en tant qu’immunosuppresseur. Ces fonctions médiées par les 
récepteurs A1, A2A, A2B et A3 sont diverses et agissent autant sur le SI inné qu’adaptatif 
(revue dans [94]). L’étude de CD73, étant l’enzyme effectuant l’étape limitante de la 
dégradation de l’ATP en adénosine, est de grand intérêt. Cette enzyme est principalement 
exprimée sur les cellules endothéliales, les cellules épithéliales et les leucocytes [95]. De plus, 
les Treg semblent spécifiquement utiliser l’hydrolyse de l’ATP comme mécanisme 
d’immunosuppression [96,97]. Plusieurs types de cancers surexpriment CD73 pouvant ainsi 
promouvoir un environnement immunosuppressif qui pourrait être bloqué par des antagonistes 
des récepteurs ou des anticorps anti-CD73 (revue dans [98,99]). En transplantation, des 
agonistes des récepteurs d’adénosine pourraient faciliter l’implantation du greffon [100].  
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Le deuxième type d’enzymes immunosuppressives dégrade les acides aminés pour 
réduire leur disponibilité pour la fonction des leucocytes. Tout d’abord, l’arginase est donc 
l’enzyme intracellulaire catabolisant l’arginase en ornithine et en urée. Les fonctions 
immunosuppressives de l’arginase ont été découvertes dès les années 1970 en utilisant des 
macrophages péritonéaux [101]. La diminution de l’arginine dans le microenvironnement 
affecte la formation de l’oxyde nitrique (NO) par la synthase de NO inductible (iNOS) 
exprimé par les macrophages inflammatoires. Il y a donc une balance entre la production de 
NO et la présence d’arginase comme mécanisme de régulation [102]. L’arginase est 
principalement exprimée par les macrophages à la suite d’une stimulation de type Th2 [103]. 
De plus, la production d’ornithine, métabolite de l’arginase, permet la réparation tissulaire 
dépendante des polyamines et de la proline menant respectivement à la prolifération et la 
formation de collagène [104]. Finalement, la présence d’arginase dans les TAM et les MDSC 
est associée à un mauvais pronostic dans plusieurs cancers [105,106]. 
L’indoleamine 2-3-dioxygénase (IDO) est également une enzyme immunosuppressive 
dégradant un acide aminé essentiel, le tryptophane. IDO a été tout d’abord identifiée dans 
l’environnement placentaire. À ce niveau, cette enzyme permet de protéger le fœtus contre le 
rejet par le SI de la mère [107]. Cette enzyme en dégradant le tryptophane environnant produit 
des métabolites dont la kynurénine ce qui inhibe les lymphocytes T [108]. Cette enzyme 
semble aussi faire partie du SI innée en affectant la croissance de microorganismes intra- et 
extracellulaires [109]. Par contre, les lymphocytes T sont particulièrement sensibles à cette 
baisse de tryptophane. La kinase de stress GCN2 (general control nondepressible 2) détecte 
l’augmentation d’ARN transporteur (ANRt) non-chargé par le tryptophane. Lorsque ce 
senseur moléculaire est activé dans les lymphocytes T, il y a arrêt du cycle cellulaire et 
anergie, limitant ainsi la réponse immunitaire [110] (Figure 7).  
L’implication de l’IDO a été associée à la transplantation d’organes solides et de 
moelle osseuse [111-113] où elle permet l’induction de tolérance envers l’organe ou les 
cellules transplantés. Plusieurs tumeurs utilisent l’expression d’IDO comme mécanisme 
d’évasion à la réponse immunitaire anti-tumorale (Annexe I). De plus, même si le catabolisme 
du tryptophane semble limiter la croissance de certains microorganismes, des virus comme le 
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VIH exploitent ce mécanisme pour limiter la réponse antivirale [114,115]. Il est donc essentiel 
de bloquer cette voie pour favoriser une réponse immunitaire plus efficace.  
 
 
Figure 3 Autorégulation du système immunitaire  
L’activation de l’immunité cellulaire peut être contrôlée et réduite par (1) les cellules 
immunorégulatrices, (2) la présence de récepteurs membranaires immunorégulateurs et (3) 
l’activité d’enzymes immunosuppressives. GITR : glucocorticoid-induced TNFR family 
related gene, TGF-β  : transforming growth factor-beta, IL-10/12/35 : interleukine-10/12, 
Teff : lymphocytes T effecteurs, Treg : lymphocytes T régulateurs, MDSC : myeloid-derived 
suppressor cells, LAG-3 : lymphocyte activator gene-3, PD-1 : programmed cell death 
receptor-1, PD-L1/2 : programmed cell death ligand-1/2, CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte 
antigen-4, TCR : T cell receptor, CMH I : complexe majeur d’histocompatibilité I, ATP : 
adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, AMP : adénosine monophosphate, L-
Arg : L-arginine, L-Orn : L-ornithine, Arg1-2 : arginase 1-2, Trp : tryptophane, Kyn : 










































Historique du contrôle de l’immunomodulation 
 Ce qui a été présenté précédemment nous permet d’apprécier la complexité du SI. 
Depuis plusieurs décennies, nous tentons de mieux comprendre ce système pour utiliser 
différentes thérapies favorisant la protection contre des maladies infectieuses, mais aussi nous 
protéger ou guérir du cancer. Dans la section suivante « Vaccination », je parlerai plus en 
profondeur des différents types de vaccins qui ont été développés à travers le temps.  
En 2013, l’immunothérapie du cancer a été choisie comme avancée scientifique de 
l’année par la prestigieuse revue Science [116]. Ceci nous rappelle que nous sommes à un 
tournant de l’histoire pour le développement de cette thérapie. La théorie émise par Burnet et 
Thomas dans les années 1950 sur l’immunosurveillance des cellules transformées par le 
système immunitaire a ouvert la porte à cette nouvelle forme de thérapie [117]. Plus tard, le 
groupe du Dr Schreiber a mis en évidence que malgré l’immunosurveillance perpétuelle, les 
cellules néoplasiques finissaient par être capable d’échapper à ce contrôle (la théorie de 
l’immunoediting) [118]. Au cours des années, il y a eu tout d’abord le développement de 
thérapie non-spécifique et systémique pour activer le système immunitaire afin de tenter de 
surpasser l’immunosuppression de la tumeur. Par exemple, l’utilisation de cytokine comme 
l’IFN-α  dans le traitement du mélanome augmente la réponse anti-tumorale [119].  
De plus, le développement des anticorps synthétiques permettra de cibler directement 
des antigènes tumoraux. La première grande réussite de ce côté fut donc avec l’Herceptin 
(anti-Her2) qui a démontré de bons résultats pour le traitement du cancer du sein (revue dans 
[120]). Des études tentent maintenant d’étendre son utilisation au cancer de l’ovaire et de 
l’utérus [121]. Aujourd’hui, l’utilisation d’anticorps en immunothérapie du cancer est 
omniprésente. La grande réussite de l’ipilimumab (anti-CTLA-4) imaginé et prouvé dans un 
modèle murin par Dr. James Allison en 1996 [122] a ouvert la porte aux autres protéines 
importantes dans le contrôle de la réponse immunitaire (PD-1/PD-L1, LAG-3, etc.) [123].  
Finalement, en médecine personnalisée, nous utilisons maintenant la thérapie cellulaire 
pour traiter le cancer. Des essais cliniques de transfert adoptif de lymphocytes T cytotoxiques 
ou de cellules présentatrices d’antigènes modifiées nous démontrent qu’il est bel et bien 
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possible de contrôler le développement tumoral à l’aide du système immunitaire (revue dans 
[124]).  
Dans les prochaines sections, je parlerai plus précisément des différentes formes de 
vaccination pouvant activer l’immunité cellulaire et j’aborderai ensuite un mécanisme précis 
de régulation, l’IDO, qui est une importante cible en immunothérapie du cancer afin d’induire 
une réponse anti-tumorale efficace.  
 
Vaccination 
La vaccination a été développée au 19e siècle grâce aux travaux d’Edward Jenner et de 
Louis Pasteur [125]. L’utilisation de virus atténués ou inactivés a permis d’enrayer ou de 
diminuer grandement la mortalité associée aux maladies infectieuses comme la variole, la 
rougeole et la poliomyélite [126]. La découverte du SI adaptatif a permis de comprendre 
comment l’utilisation de virus atténués permet d’induire une première réponse immunitaire 
qui engendre une mémoire immunologique protectrice lors de la rencontre ultérieure avec le 
virus infectieux [127].  
Malgré l’apport significatif des vaccins à la santé des populations, le développement de 
vaccins est ardu pour certains types d’infection. Par exemple, le virus d’influenza avec ses 
mutations fréquentes, nous oblige à vacciner annuellement la population pour contrer les 
changements dans les épitopes des protéines de surface. De plus, le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH) est un autre grand fléau, autant dans les pays 
industrialisés que dans les pays en développement. Nous n’avons toujours pas mis au point 
une stratégie de vaccination suffisamment protectrice ou curative pour protéger les 
populations à risque contre cette infection qui attaque directement notre SI [128]. Il existe 
plusieurs types de vaccination qui sont présentement utilisés en clinique, au stade de 
développement pharmaceutique ou tout simplement en test pré-clinique dans des modèles 
animaux. La Figure 5 fait un survol non-exhaustif des formes de vaccination, avec un ou 




Stratégies de vaccination à médiation cellulaire 
Une approche qui semble avoir un bon potentiel est l’induction d’une réponse 
immunitaire à médiation cellulaire. Contrairement à l’immunité humorale qui protège 
uniquement lorsque le virus est libre en circulation, l’immunité cellulaire permet de contrôler 
le bassin de l’infection en reconnaissant et en tuant les cellules infectées. De plus, en 
immunothérapie du cancer, le déclenchement de la réponse cellulaire implique une réponse 
cytotoxique contre les cellules tumorales qui expriment des antigènes tumoraux, qui sont 
spécifiques au cancer [129].  
Il existe plusieurs types de vaccination qui peuvent induire une réponse adaptative 
cellulaire. La première forme décrite est tout simplement l’injection de virus atténués qui, par 
leur faible capacité d’infection et de réplication, pourront générer une réponse des 
lymphocytes T CD8+ lorsque présentés par les quelques cellules infectées [130]. Il n’est 
pourtant pas possible d’utiliser une version atténuée de tous les virus, certains sont tout 
simplement trop virulents.  
L’identification de séquences peptidiques spécifiques reconnues par le TCR a 
également permis leur utilisation pour activer les CTL. Étant donné que les courts peptides 
n’ont pas une longue demi-vie in vivo, il est nécessaire de jumeler plusieurs épitopes 
(polypeptides) ou de modifier les acides aminés afin de leur conférer une meilleure stabilité et  
augmenter leur caractère immunogénique [131-133] (Figure 4; Peptides). Le choix de 
l’adjuvant approprié reste crucial, car les peptides en soi ne possèdent pas toujours une 
immunogénicité satisfaisante [133,134]. 
 Une autre façon d’activer des CTL consiste en l’utilisation des vecteurs adénoviraux 
ou autres modes de transport pour insérer de l’ADN viral dans les APC et ainsi leur permettre 
de présenter des antigènes ciblés par CMH I [135-137] (Figure 4; ADN). L’insertion de gènes 
peut également permettre d’injecter de l’ARN interférant (ARNi) dans le but de stimuler 
l’activation des DC [138],  de contrôler l’infection par le VIH en diminuant DC-SIGN (DC-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin), récepteur important dans 
son internalisation [139], ou de réduire la gravité de certaines hépatites [140] (Figure 4; 
ARNi). L’utilisation d’acides nucléiques pouvant s’insérer dans le génome peut par contre 
avoir des effets secondaires non-prévisibles et difficiles à renverser. Des chercheurs ont 
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également proposé d’utiliser directement de l’ARN messager (ARNm) codant pour un 
antigène d’intérêt. L’injection directe d’ARNm nu dans les ganglions lymphatiques a permis 
d’induire une immunité cellulaire dans un modèle pré-clinique d’infection virale et de 
développement tumoral [141]. La stabilité de ces ARNm nu peut être accrue en ajoutant des 
protéines chaperonnes artificielles [142]. Des essais cliniques utilisant des ARNm nus ou 
protégés par la protamine pour le traitement de mélanomes métastatiques donnent des résultats 
encourageants [143,144] (Figure 4; ARN).  
La stratégie la plus directe pour stimuler la réponse cellulaire est probablement la 
vaccination cellulaire. Il est donc possible d’utiliser directement des APC autologues chargés 
de façon exogène et de les réinjecter aux patients [145,146]. Provenge® ou sipuleucel-T est un 
vaccin formé d’APC autologues du patient chargées avec une protéine de fusion contenant la 
phosphatase de l’acide prostatique (PAP) et le GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) [147]. Cette thérapie est maintenant approuvée par la FDA (Figure 4; 
APC). Le GVAX® est présentement en essai clinique pour le traitement du cancer de la 
prostate et consiste en une combinaison de deux lignées de cancer allogénéiques de la prostate 
modifiées génétiquement pour exprimer le GM-CSF et pouvant ainsi stimuler les CTL à 
reconnaitre les antigènes caractéristiques du cancer de la prostate [148,149] (Figure 4; 
tumeur). Finalement, le transfert adoptif de CTL excisés de la tumeur et multipliés in vitro 
permet le traitement du mélanome métastatique avec une bonne efficacité [150] (Figure 4; 
transfert adoptif). Des recherches tentent maintenant d’étendre cette stratégie à d’autres types 
de cancers [151]. Dans la prochaine section, je décrirai un autre genre de vaccination pouvant 
induire une réponse cellulaire, mais de façon plus sécuritaire, plus immunogénique, sans 
présence d’ADN imprévisible, économique et facile à produire à grande échelle.  
 
Particules pseudo-virales (VLP) 
 Les VLP font partie de la grande famille des nanoparticules vaccinales. Cette famille 
inclut aussi les liposomes, les dendrimères et les micelles. Toutes ces structures particulaires 
ont été décrite pour leur capacité à stimuler le SI ou induire une tolérance (revue dans [152]). 
Des VLP sont donc des particules similaires aux virus, mais sans leur bagage génétique et ne 
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possédant donc pas la capacité d’infection active. Les VLP peuvent être composées d’une 
seule protéine s’auto-assemblant en particule ou d’un assemblage plus complexe composé de 
plusieurs protéines du virus pouvant même posséder des phospholipides pour les virus 
enveloppés. Il est également possible de modifier une ou plusieurs protéines de surface pour 
intégrer un épitope d’un virus hétérologue ou d’un antigène tumoral (revue dans [153]). Les 
meilleurs exemples de réussite pour l’utilisation de VLP en vaccination sont les vaccins contre 
le virus de l’hépatite B (HBV) distribué depuis la fin des années 1980 et contre le virus du 
papillome humain (HPV) qui prévient le cancer du col de l’utérus et l’apparition de verrue 
génitale. Les VLP de HBV sont formés de l’antigène recombinant de surface du virus 
(HBsAg) exprimé dans des levures et assemblé en VLP. Pour leur part, les VLP de HPV sont 
formés de la protéine L1 de deux ou quatre souches du virus HPV qui ont été impliquées dans 
la cancérogénèse du cancer du col de l’utérus et l’apparition de verrue [154] (Figure 4; VLP 
ciblé). Il existe plusieurs autres VLP en évaluation clinique et pré-clinique qui pourront aider 
la prévention de maladies comme la grippe, l’hépatite C, la malaria ou même le SIDA (revue 
dans [155]). Dans la prochaine section, je parlerai de VLP stimulant l’activation des CTL et 
induisant une réponse immunitaire de type cellulaire dans le contexte du virus d’influenza et 
en immunothérapie du cancer.  
 
VLP ET IMMUNITÉ CELLULAIRE 
Le virus d’influenza est un bon candidat pour le développement d’un vaccin induisant 
une immunité cellulaire. Plusieurs VLP ont été conçues pour cibler une réponse humorale 
contre certaines régions de protéines qui semblent moins variables dont la tige de 
l’hémagglutinine (HA), la portion extracellulaire de la protéine M2 ou la neuraminidase (NA) 
(revue dans [156]). Par contre, d’autres stratégies tentent plutôt d’induire une réponse à 
médiation cellulaire en ciblant par exemple la protéine M1 qui est très conservée entre les 
différentes souches de virus [157]. L’exemple le plus commun est l’utilisation de l’épitope 
immunodominant présenté par HLA-A2 (séquence : GILGFVFTL). L’insertion de cet épitope 
dans une VLP formée du polyomavirus simien 40 (SV40) permet d’induire une réponse 
protective contre l’influenza dans des souris humanisées [158]. De plus, le même épitope 
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inséré dans une VLP formée de HBsAg induit une réponse cellulaire dans un modèle de souris 
exprimant HLA-A2 [159]. Les VLP formées de HBsAg ont la capacité d’être présentées par 
les DC in vivo, ce qui explique leur capacité d’induire une réponse cellulaire [160].  
L’induction d’immunité cellulaire en immunothérapie du cancer est d’autant plus 
importante car les vaccins doivent être utilisés non pas en prophylaxie, mais doivent être 
curatifs. Il est donc important d’induire des CTL efficaces pour reconnaître et tuer la tumeur. 
Les VLP peuvent être utilisées pour induire cette réponse. Par exemple, l’insertion du peptide 
SIINFEKL de l’ovalbumine (OVA) dans des VLP du virus de la maladie hémorragique du 
lapin (RHDV) induit une réponse immunitaire contre une tumeur exprimant OVA [161]. Chez 
l’humain, un essai clinique de phase IIa a montré l’induction de lymphocytes T spécifiques à 
MART-1 (melanoma antigen recognized by T cells 1), antigène du mélanome, à la suite de 
l’injection chez des patients atteints du mélanome de nanoparticules pseudo-virales contenant 








Figure 4 Différentes plateformes vaccinales : des acides nucléiques aux cellules 
Schématisation des différentes stratégies de vaccination pouvant aller de l’élément le plus 
simple, acides nucléiques, peptides ou protéines au agencement complexe comme des 
pathogènes ou même des vaccinations à base de cellules. Les maladies présentés dans les 
carrés blancs représentent des exemples pour chacune des plateformes vaccinales ADN : acide 
désoxyribonucléique; APC : cellules présentatrices d’antigène. ARN : acide ribonucléique; 
ARNi : ARN interférant; BCG : Bacille Camille Guénette; DTP : diphtérie-tétanos-
poliomyélite; HPV : virus du papillome humain; RRO : rougeole-rubéole-oreillons; VIH : 
virus d’immunodéficience humain. Référence Acides nucléiques [135,137-142,163,164]; 
Peptides [132,133,165-167]; VLP [154,156,168-172]; Virus/bactéries [173-177]; Cellules 
[145,146,148-150]. 
 
MODÈLE D’ÉTUDE : PAPAYA MOSAIC VIRUS (PAPMV) 
L’utilisation de protéines de virus de plante pour formés des VLP est très répandue 
dans la littérature [178-180]. Les virus de plante permettent d’éviter toutes formes de risques 
d’infection chez l’humain et rend la production plus facile. Dans notre laboratoire, nous nous 
sommes concentrés sur un virus de la famille des potexvirus infectant la plante produisant la 
papaye (PapMV). Les VLP de PapMV ont été identifiées comme étant de bons adjuvants à la 
vaccination. Tout d’abord, sa forme multimérique permet l’induction d’une bonne réponse 




































épitope de ce virus [170]. L’ajout de VLP de PapMV améliore la réponse contre le virus 
trivalent de la grippe [181]. Ces particules ont une grande affinité pour plusieurs antigènes 
dont les spores de Plasmodium brassicae [182] ou le vaccin saisonnier trivalent contre 
l’influenza [183]. En modifiant son avidité d’interaction avec le virus d’influenza, la fonction 
adjuvante des VLP de PapMV est encore plus importante [183]. De plus, la vaporisation de 
PapMV dans les poumons de souris permet l’induction locale de l’immunité innée et une 
protection contre des pathogènes aériens [184]. Finalement, les VLP de PapMV stimulent 
précisément l’activité du récepteur TLR7 augmentant ainsi la réponse immunitaire cellulaire et 
permettant une protection contre la Listeria monocytogenes [185]. Cette reconnaissance par le 
SI comme un signal de danger permet également l’amélioration de la réponse humorale [186]. 
Le laboratoire de notre collaborateur, Denis Leclerc, a élaboré des nanoparticules de 
PapMV chimériques pouvant présenté directement à leur surface des épitopes reconnus par 
des anticorps [170] ou des épitopes pouvant être présentés par CMH I de façon croisée 
[169,171,172]. Plusieurs sites de fusion d’épitopes ont été identifiés dans la structure de la 
protéine de surface (coat protein) permettant ainsi l’introduction de multiples épitopes 
différents [187]. Les épitopes insérés dans la structure de la VLP sont présentés de façon 
croisée indépendamment du protéasome [172] et permettent l’induction in vivo d’une 
immunité cellulaire protectrice [171]. Dans la section suivante, je décrirai plus en détails la 
présentation antigénique croisée pour exposer ensuite les résultats obtenus dans l’étude du 
mécanisme de présentation de PapMV.  
Dans les travaux de cette thèse, je présenterai également une VLP composée de la 
protéine de surface du virus de la mosaïque de la Malva (MaMV). Ce virus filamenteux 
identifié en 2008 possède des propriétés similaires aux autres virus de la famille de potexvirus 
[188]. La VLP de MaMV a été utilisé pour former un vaccin contre influenza chez le chien en 
ajoutant l’épitope conservé extracellulaire de la protéine M2 [189]. Durant mon doctorat, j’ai, 
pour la première fois, étudié la présentation croisée médiée par la VLP formée de ce virus 




Présentation antigénique croisée par CMH I 
Description des voies de présentation 
La présentation antigénique classique par CMH I est une voie de présentation 
ubiquitaire. Brièvement, la majorité des protéines endogènes sont dégradées par le protéasome 
et les peptides formés par cette dégradation sont transportés dans le ER pour être chargés sur 
les molécules de CMH I. Plusieurs chaperonnes et molécules accessoires sont nécessaires dans 
ce processus (revue dans [190,191]). Dans le cadre de cette thèse, je m’attarderai plus 
spécifiquement aux mécanismes de présentation antigénique croisée. Ce type de présentation a 
été décrit pour la première fois en 1976 par Michael J Bevan dans un contexte de 
transplantation allogénéique [192]. Ce mécanisme consiste donc en la présentation d’épitopes 
dérivés des protéines exogènes (extracellulaires) sur le CMH I. Nous savons maintenant que la 
présentation croisée est effectuée par les APC. Les mécanismes de présentation croisée ont été 
principalement étudiés dans les DC, plus spécifiquement les DC CD8α+ et les DC CD103+ 
[193-196]. Par contre, nos recherches précédentes démontrent que les lymphocytes B activés 
au CD40L (CD40B) possèdent pleinement la capacité de présenter des protéines exogènes par 
le CMH I [172]. De plus, d’autres groupes ont étudiés autant in vitro que in vivo la capacité de 
présentation croisée des lymphocytes B [197-199]. La présentation antigénique croisée par le 
CMH I permet aux APC d’activer les CTL contre des antigènes de virus qui ne les ont pas 
infectées ou contre des antigènes tumoraux. En faisant un retour sur les différentes formes de 
présentation croisée décrites dans la littérature, nous pouvons les classer en deux catégories 
distinctes, la voie cytosolique et la voie vacuolaire (Figure 5).  
 
VOIE CYTOSOLIQUE 
La voie de présentation croisée cytosolique est la plus fréquemment décrite dans la 
littérature. Des expériences ont permis de mettre en évidence les mécanismes menant à cette 
présentation croisée. Par exemple, les billes de polystyrène enrobées de la protéine OVA sont 
des antigènes qui sont classiquement présentés par la voie cytosolique [200]. C’est-à-dire que 
l’antigène après son endocytose dans l’APC atteint le cytoplasme et est dégradé par le 
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protéasome pour libérer les peptides qui seront apprêtés et chargés sur les CMH I après leur 
transport par le transporteur associé à la présentation antigénique (TAP) dans le ER. Après la 
sortie de l’antigène dans le cytoplasme, cette voie est très similaire à la présentation classique 
par CMH I.  
Le mode de transport des antigènes à travers la membrane endosomale reste encore une 
source de questionnement. Plusieurs hypothèses ont été décrites. Tout d’abord, il semble que 
lors de la phagocytose, le ER pourrait fournir des segments de membrane aux phagosomes 
[201-203]. Ceci permettrait de localiser la machinerie du complexe de dégradation associé au 
ER (ERAD) au niveau de l’endosome. Il a été présenté tout d’abord que, pour être transférées, 
les protéines devaient être dépliées, donc l’inhibition de GILT (γ-interferon-inducible 
lysosomal thiol reductase) menant à la réduction des ponts disulfures réduit la présentation 
croisée cytosolique [204]. Par la suite, il a fallu identifier le transporteur que les protéines 
utilisaient pour se retrouver dans le cytoplasme. Le pore protéique, Sec61, appartenant au 
complexe du ERAD, fut proposé pour cette fonction. Son inhibition chimique ou sa réduction 
par ARNi diminue la présentation croisée cytosolique [205-207]. Finalement, l’ATPase p97 
semble fournir l’énergie nécessaire pour cette translocation, car l’ajout de cette protéine 
reconstitue la sortie des antigènes à partir de phagosome isolé [205].  
Une fois la protéine dans le cytoplasme, celle-ci peut être dégradée par la voie 
protéasomale classique. Des études ont montré la concentration importante de protéasome près 
de la membrane phagosomale [203]. De plus, certaines études proposent que le phagosome 
ayant acquis les propriétés du ER pourrait permettre le chargement direct des peptides produits 
par le protéasome à proximité dans les phagosomes pour rapidement présenter des complexes 
CMH I-peptide à la surface de la cellule [208,209]. Bien sûr, ces résultats n’excluent pas le 
fait que les antigènes dans la voie de présentation croisée cytosolique emprunte TAP 
directement dans le ER et la voie de chargement classique sur le CMH I, nécessitant le 





Dans la présentation croisée par CMH I dite vacuolaire, l’antigène emprunte 
uniquement la voie endo-lysosomale pour être apprêté et chargé sur le CMH I. Cette voie est 
moins bien décrite dans la littérature, mais certaines études décrivent une voie purement 
lysosomale. Cette voie de présentation n’est pas affectée par des inhibiteurs du protéasome ou 
la déficience en TAP [210]. La recherche de l’identification de la protéase impliquée dans la 
dégradation du peptide a permis d’identifier la cathepsine S comme candidate potentielle 
[211]. D’autres protéases semblent être impliquées dans la production de ligand pouvant 
s’associé au CMH I dans le compartiment endosomal. Par exemple, l’aminopeptidase régulée 
par l’insuline (insulin-regulated aminopeptidase; IRAP) [212,213] colocalise avec le CMH I 
après l’endocytose d’antigène dans les DC et est capable de générer des octamères ou 
nonamères compatibles avec la présentation par CMH I [212]. Ensuite, les peptides doivent 
être chargés sur les CMH I pour être présentés au CTL. Certaines études montrent 
l’importance des endosomes de recyclage pour le chargement des peptides dans la voie 
vacuolaire [214,215]. De plus, il a été observé que le chargement pourrait se faire directement 
à la surface de la cellule par le relargage de vésicules contenant les peptides apprêtés [216].  
Il existe plusieurs exemples d’antigènes qui empruntent cette voie vacuolaire. Tout 
d’abord, des études ont montrés que le virus de l’influenza est présenté par une voie rapide 
indépendante du protéasome par les pDC [214]. L’activation par le TLR9 peut activer la voie 
de présentation vacuolaire de l’ovalbumine soluble dans des cellules TAP-déficientes [217]. 
De plus, l’utilisation de la chaperonne HSP90 (heat shock protein) permet également une 
présentation TAP indépendante sensible aux inhibiteurs de lysosomes [218]. La nucléotidase 
de Leishmania major est aussi présentée par cette même voie [219]. Finalement, une forme 
non-infectieuse de vaccinia présentant un épitope de la protéine de fusion du virus respiratoire 
syncitial (RSV) a été identifié pour emprunter une voie de présentation croisée lysosomale 





Figure 5 Présentation antigénique croisée par CMH I  
Les deux formes de présentation croisée permettent la capture d’un antigène (Ag) exogène 
pour le chargement de peptide sur le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) I. À 
gauche, la présentation de type cytosolique permet le transfert de l’Ag dans le cytoplasme où il 
pourra être dégradé par le protéasome et chargé par la voie classique de présentation par 
CMH I. À droite, la voie vacuolaire conserve l’Ag dans le compartiment endosomal et digère 
la protéine avec des enzymes comme la cathepsine S (CatS) ou IRAP (insulin-regulated 
aminopeptidase). Les peptides produits sont ensuite dirigés vers les endosomes de recyclage 
ou directement relâchés à la surface pour permettre le chargement sur CMH I. ER : réticulum 
endoplasmique, TAP : transporter associated with antigen presentation 
 
Implication de l’autophagie 
L’autophagie est un processus cellulaire déclenché dans la quasi-totalité des cellules 
lors d’une privation en nutriments ou d’un autre signal de stress. La résultante principale de 
cette voie de digestion « phagie » du soi « auto » est la dégradation de protéines et organelles 
endommagées pour le recyclage des éléments de bases, tels les acides aminés, les bases azotés 

















ultérieurement appelé autophagie pour alléger le texte. Tout d’abord, les signaux menant à 
l’activation de l’autophagie sont multiples, classiquement, la privation en nutriments permet 
l’inhibition de la voie mTOR (mammalian target of rapamycin), régulateur négatif majeur de 
la voie autophagique (revue dans [221]). L’induction de l’autophagie est médiée par le 
complexe ULK1 (UNC-51-like kinase) qui est directement inhibé par mTORC1. La nucléation 
forme ensuite un segment de membrane grâce au complexe PI3K classe III composée des 
molécules Vps34, Atg14L, p150 et Beclin-1 qui est inhibé par le 3-méthyladénine (3-MA) 
[222]. L’élongation du phagophore en autophagosome est dépendante de deux réactions 
semblables à l’ubiquitination. La première réaction conjugue Atg12 et Atg5 ensemble grâce à 
l’action d’Atg7 et Atg10. Par la suite, le complexe Atg12/5 se liera à Atg16L pour permettre la 
deuxième réaction de liaison de LC3 (homologue d’Atg8) à la phosphatidyl-ethanolamine 
(PE) avec l’aide d’Atg7 et Atg3 [223,224]. Une fois l’autophagosome formé, il fusionnera 
ensuite avec le compartiment lysosomal pour permettre la dégradation de son contenu 
[225,226].  
Plusieurs outils sont maintenant à notre disposition pour l’étude de l’autophagie [227]. 
La technique d’observation de l’induction de l’autophagie la plus fiable est l’utilisation de la 
microscopie électronique où il est possible de photographier les autophagosomes qui 
possèdent deux membranes ce qui les distinguent des autres structures vésiculaires. Par 
immunobuvardage de type western, il est possible d’observer la lipidation de LC3 lorsque 
couplé à l’autophagosome. Pour ce faire, il est important de contrôler convenablement les 
expériences avec différents inhibiteurs du flux autophagique, car une augmentation de la 
forme lipidée peut représenter autant une induction d’autophagie que le blocage de la 
dégradation des autophagosomes. De plus, le marquage de LC3 avec GFP (protéine 
fluorescente verte) permet l’observation des autophagosomes par microscopie à fluorescence. 
Finalement, l’utilisation de différents composés chimiques permet de moduler le flux 
autophagique à différents niveaux (voir exemples dans la Figure 6) [227]. Grâce à toutes ces 
techniques d’analyse, la voie autophagique a été très étudiée dans les dernières années et elle 
semble impliquée dans une variété de processus cellulaires en plus de la survie. Plus 
précisément, dans les cellules immunitaires, l’autophagie a été associée à une myriade de 
fonctions, dont le maintien de l’homéostasie, mais aussi à une participation dans l’induction de 
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la réponse aux pathogènes. (revue dans [228,229]). Je m’attarderai particulièrement sur les 
pistes d’informations qui décrivent un rôle de l’autophagie dans la présentation antigénique.  
 
Figure 6 Voie autophagique et ses inhibiteurs 
Un signal active l’induction médié par l’activation du complexe de la PI3 kinase de classe III 
comprenant beclin-1. La première réaction de liaison du complexe Atg5-Atg12-Atg16L qui 
forme un E3-like ubiquitine ligase qui permet la liaison de LC3 à la PE à la surface 
membranaire pour activer la formation d’un phagophore. Ce phagophore englobera des 
agrégats protéiques ou organelles défectueuses. L’autophagosome fusionnera ensuite avec un 
lysosome pour la dégradation de son contenu. Il est possible d’inhiber la formation de 
l’autophagosome avec le 3-MA qui inhibe la PI3 kinase de classe III. La chloroquine, inhibe 
l’acidification des lysosomes alors que l’inhibiteur de la cathepsine S affecte spécifiquement 
cette protéase. Finalement la bafilomycine A inhibe la fusion entre les autophagosomes et les 
lysosomes. Il est également possible d’induire l’autophagie en utilisant la rapamycine ou la 























PRÉSENTATION PAR LE CMH II 
Tout d’abord, l’implication de l’autophagie dans la présentation antigénique par le 
CMH II lors de la sélection des lymphocytes T CD4+ dans le thymus a été démontrée [230]. 
Les cellules épithéliales du thymus présentent le plus haut niveau d’autophagie homéostatique 
comparativement à toutes les autres cellules du corps [231]. De plus, l’utilisation de souris 
déficientes en autophagie (ATG5-/-) spécifiquement dans les cellules épithéliales thymiques, 
montre que ce phénomène est essentiel au développement de la tolérance centrale et à la 
régulation du répertoire des lymphocytes T CD4+ [232]. Dans ce contexte, l’autophagie 
permet de transporter les protéines endogènes au compartiment vacuolaire pour être présentées 
par le CMH II et permettre la délétion des lymphocytes T CD4+ qui sont spécifiques aux 
protéines du soi. Plus globalement, en observant les protéines qui étaient présentées sur les 
CMH II, il a été découvert que jusqu’à 20 % provenait de protéines cytoplasmiques ou 
nucléaires [233]. Des études ultérieures ont expliqués que l’autophagie est impliquée dans 
l’inversion des protéines cytoplasmiques vers le compartiment lysosomal pour le chargement 
sur le CMH II [228,234-237]. Ce phénomène semble être universel et mène à un flux constant 
de protéines endogènes vers les compartiments de chargement sur les CMH II dans les APC 
[229].  
 
PRÉSENTATION PAR LE CMH I 
Dans la présentation antigénique par le CMH I, les évidences de l’implication de 
l’autophagie sont plus sommaires. Les expériences visant à localiser les antigènes au niveau de 
l’autophagosome par jumelage avec LC3 n’ont pas permis de démontrer un impact sur la 
présentation par le CMH I [229]. Par contre, l’autophagie semble être impliquée dans certains 
contextes particuliers. Tout d’abord, lorsque les cellules tumorales meurent, il y a une 
augmentation de la présentation croisée des débris cellulaires provenant de cellules activant 
l’autophagie comparativement à des cellules déficientes en autophagie [238]. Le même 
phénomène est observé dans les cellules infectées au virus d’influenza, si ces dernières sont 
déficientes en autophagie, il y a moins de présentation antigénique par le CMH I à la suite de 
l’endocytose de fragments cellulaires [239]. De plus, des voies parallèles de présentation 
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croisée par CMH I utilisant l’autophagie ont été décrites. Par exemple, lors d’une infection par 
le virus simplex de l’herpès (herpes simplex virus; HSV), au stade tardif de l’infection, des 
voies de présentation dépendante d’ATG5 sont importantes pour la présentation sur le CMH I 
[240]. Finalement, l’autophagie a été tout récemment impliquée dans une voie de présentation 
croisée vacuolaire indépendante de TAP. En effet, la protéine pUL138 du cytomégalovirus 




La stratégie visant à bloquer les mécanismes d’auto-régulation pour améliorer la 
vaccination et la réponse immunitaire a été suggérée dans plusieurs contextes. Tout d’abord, il 
a été proposé d’administrer des thérapies en parallèle de la vaccination pour activer la 
présentation antigénique et ainsi favoriser la reconnaissance des cellules infectées ou 
tumorales par les CTL [242]. En immunothérapie du cancer, une thérapie qui a montré des 
résultats encourageants consiste au blocage des voies d’inhibition, tel PD-1/PD-L1 et 
CTLA-4, grâce à des anticorps spécifiques bloquant les interactions avec leur ligands [87,243-
246]. Autant dans des modèles murins que dans les essais cliniques de l’ipilimumab (anti-
CTLA-4) et de nivolumab (anti-PD-1), le blocage des voies d’auto-régulation et d’épuisement 
du SI permet de potentialiser la réponse anti-tumorale [247]. Finalement, un autre mécanisme 
d’évasion important présent dans l’environnement tumoral est la production de l’enzyme 
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (Annexe I et [248]). Dans la prochaine section, je parlerai 
plus en détails des stratégies d’inhibition de cette molécule immunosuppressive. 
 
Stratégies d’inhibition d’IDO 
Tout d’abord, il est possible d’altérer l’activité enzymatique d’IDO par des inhibiteurs 
compétitifs. Le principal inhibiteur enzymatique est un analogue du tryptophane, le 1-
methyltryptophane (1-MT). Des essais cliniques sont présentement en cours pour tester 
l’indoximod (1-methyl-D-tryptophan) en combinaison avec des chimiothérapies classiques en 
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cancer du sein, du pancréas, du mélanome ou tumeur du cerveau métastatique. D’autres essais 
cliniques tentent aussi de combiner l’indoximod avec le Sipuleucel-T en cancer de la prostate 
métastatique [249]. Des études pharmacologiques ont permis d’identifier d’autres petites 
molécules avec une plus grande affinité qui auraient un impact sur l’activité enzymatique 
d’IDO [250]. Des formes modifiées du 1-MT, les 1-MT-tirapazamines (1-MT-TZP) ont une 
activité d’inhibition d’IDO in vitro non seulement en condition normoxique, mais avec une 
meilleure efficacité en condition hypoxique [251]. L’utilisation des 1-MT-TZP pourrait être 
intéressante dans le cas de tumeurs connues pour être hypoxiques, comme le cancer du rein où 
la composante hypoxique joue un rôle important dans la tumorigénèse, grâce à la protéine 
HIF-1α (hypoxia-inducible factor-1 alpha) [252]. Plusieurs petites molécules de la famille du 
benzylthiourée peuvent inhiber à très faible concentration l’activité enzymatique d’IDO 
[253,254]. Récemment, un composé phytochimique, le galanal, a montré un effet inhibiteur 
sur la dégradation du tryptophane par IDO à très faible dose [255]. De plus, une hydrazine (la 
phenylhydrazine) a également la capacité d’inhiber IDO à faible dose sans toxicité pour la 
cellule en se fixant à l’hème contenu dans IDO [256].  
IDO possède également une fonction immunorégulatrice qui n’est pas dépendante de 
son activité enzymatique [257,258]. Il serait donc important de ne pas inhiber uniquement le 
catabolisme du tryptophane, mais aussi l’expression de cette protéine. Tout d’abord, la voie 
Bin1 pourrait être ciblé puisque la perte du gène suppresseur de tumeur Bin1 augmente 
l’expression d’IDO [259]. Par contre, aucune stratégie pharmacologique n’a encore été 
évaluée à ce sujet. L’expression d’IDO est contrôlée dans plusieurs tissus (placenta, transplant, 
APC ou tumeur) par l’IFN-γ [260-262]. Cette cytokine est sécrétée par les lymphocytes T 
activés. De plus, des cytokines pro-inflammatoires comme le facteur de nécrose tumorale 
(TNF)-α et l’IL-1β favorisent l’expression du récepteur à l’IFN-γ, augmentant ainsi 
l’expression d’IDO [263]. L’IFN-γ induit la signalisation via son récepteur par la voie JAK-
STAT1 menant à la dimérisation de STAT1 dépendante de sa phosphorylation par la kinase 
Janus (JAK) [264]. Le dimère de STAT1 est transloqué au noyau et peut se fixer à la séquence 
IFN-γ activatrice (GAS) présente en amont de plusieurs gènes dont l’IDO (Figure 7) [265].  
Plusieurs composés chimiques ont montré que l’inhibition de la voie JAK/STAT1 
affectait négativement l’expression d’IDO. Par exemple, le sodium butyrate inhibe 
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l’expression de l’IDO dans une lignée de cancer du nasopharynx [266] en altérant la 
phosphorylation de STAT1 à la tyrosine 701, sa translocation au noyau et la fixation à la 
région GAS [267]. Au niveau de la régulation génique, un inhibiteur réversible de l’histone 
désacétylase (HDAC), l’acide hydrozamique subéroylanilide (SAHA), inhibe également 
l’expression de l’IDO dans des cellules du cancer de la vessie via la voie de signalisation 
JAK/STAT1 [268]. Des composés naturels possèdent aussi la propriété d’inhiber l’expression 
de l’IDO. La catéchine, présente dans le thé vert, l’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) inhibe 
l’induction de l’expression d l’IDO autant dans les DC murines [269] que dans des cellules 
humaines de cancers oraux [270]. De plus, un autre groupe de recherche japonais a décrit 
l’activité de l’EGCG dans des cellules colorectales humaines [271]. Le mécanisme d’action de 
l’ECGC semble dépendre de la phosphorylation de STAT1. D’autres exemples comme le 
resvératrol [272], l’acide rosmarinique [273] et le curcuma [274] peuvent également inhiber 







Figure 7 Activation et mécanismes de suppression de l’IDO 
L’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) dans les cellules tumorales peut être induite par 
la liaison de l’IFN-γ. La liaison de cette cytokine à son récepteur engendre la phosphorylation 
de JAK et par la suite de STAT1. STAT1 phosphorylé forme un dimère qui en se transloquant 
au noyau pourra activer l’expression de l’IDO. La fonction enzymatique de l’IDO peut être 
inhibée par de petites molécules dont le 1-méthyltryptophane (1-MT). Nous posons 
l’hypothèse qu’il est également possible de réduire l’expression de l’IDO en ciblant la voie de 
signalisation JAK-STAT1. IFN-γ  : interféron-gamma, JAK : Janus kinase, STAT1 : signal 
transducers and activators of transcription 1, INH : inhibiteur, Trp : tryptophane, Kyn : 
kynurénine. 
 
Mise en situation et hypothèses de la recherche 
Mise en contexte de la thèse 
 Dans tous les types de traitement impliquant le SI (comme la vaccination et 
l’immunothérapie du cancer), il est important de tenir compte des mécanismes que le SI peut 


















tumorales exploitent ces mécanismes de régulation pour se protéger contre nos défenses 
immunitaires qui devraient les éradiquer. Pour manipuler le SI à mieux reconnaitre et tuer les 
cellules infectées ou cancéreuses, il est possible d’agir de deux façons. Tout d’abord, la 
vaccination permet d’aider la génération de CTL effecteurs qui pourront, suivant l’acquisition 
d’un phénotype mature, effectuer la lyse des cellules exprimant l’antigène inclus dans le 
vecteur vaccinal. Deuxièmement, il est également possible d’effectuer un blocage de l’auto-
régulation du SI ou des mécanismes immunosuppressifs mis en place par la cellule cible pour 
amplifier la réponse immunitaire à médiation cellulaire (Figure 8).  
 
 
Figure 8 Deux stratégies d’action pour stimuler la réponse cellulaire spécifique 
Pour induire une réponse cellulaire spécifique, il faut d’abord activer les lymphocytes T CD8+ 
par l’utilisation d’un vecteur de vaccination menant ultimement à la présentation antigénique 
par CMH I. De plus, il est nécessaire pour favoriser une réponse cellulaire optimale de bloquer 
les mécanismes d’immunosuppression mis en place par la cellule tumorale ou la cellule 
infectée (¢ cible). CMH I : complexe majeur d’histocompatibilité, ER : réticulum 
















Hypothèses de recherche 
Dans les travaux de cette thèse, nous avons voulu étudier ces deux grandes stratégies, 
la vaccination et le blocage de l’immunosuppression. Pour l’étude de la vaccination, nous 
avons travaillé avec une nanoparticule virale, les VLP de PapMV. Tout d’abord, nous avons 
voulu comparer la présentation croisée par le CMH I d’une deuxième VLP, composée cette 
fois-ci de la protéine de surface de MaMV. Nous pensons que les propriétés de présentation 
croisée par les VLP de PapMV seront partagées par cet autre virus de la même famille, autant 
sur le plan de l’internalisation, de l’activation et de l’expansion in vitro de lymphocytes T 
spécifiques. Par la suite, puisque nous avons décrit que l’épitope inséré dans les VLP de 
PapMV est présenté de façon croisée sur le CMH I indépendamment à l’activité du 
protéasome [172], nous proposons que la voie de présentation antigénique croisée est de type 
vacuolaire. De plus, nous proposons que les VLP de PapMV activent la voie autophagique ce 
qui faciliterait la présentation antigénique par CMH I.  
Finalement pour étudier le blocage de l’immunosuppression par l’IDO, nous avons 
proposé que l’utilisation d’un agent chimiothérapeutique accepté en clinique qui a démontré 
des effets négatifs in vitro sur la phosphorylation de STAT1 pourrait être une stratégie 
d’inhibition de l’expression de l’IDO. Pour ce faire, nous avons testé l’effet dans des lignées 
de cancers humains sur l’expression de l’IDO stimulé par l’IFN-γ, de la fludarabine, analogue 
de purine qui a un effet négatif sur la phosphorylation de STAT1 dans les PBMC [275].  
 
Objectifs spécifiques de la recherche 
Pour répondre aux hypothèses que nous avons posées, voici les objectifs spécifiques de 
la recherche de mon doctorat : 
1. Comparer la présentation croisée par le CMH I de la VLP de MaMV avec celle de 
la VLP de PapMV 
a. Valider l’internalisation dans les APC 




c. Activer l’expansion in vitro des lymphocytes T spécifiques à partir de PBMC 
2. Identification du rôle de l’autophagie dans la présentation croisée vacuolaire par 
le CMH I de l’épitope insérée dans la VLP de PapMV 
a. Confirmer la présentation croisée par la voie vacuolaire 
b. Observer l’induction de l’autophagie par PapMV 
c. Déterminer le rôle de l’autophagie dans la présentation croisée par CMH I 
médiée par PapMV 
3. Caractérisation d’un mécanisme d’inhibition de l’induction de l’IDO par l’IFN-γ  
a. Confirmer l’importance de STAT1 dans l’expression de l’IDO par l’IFN-γ 
b. Inhiber l’expression de l’IDO par la fludarabine (précédemment décrit pour 
inhiber la phosphorylation de STAT1) 




Chapitre 1 : Comparaison de deux potexvirus 
 
Two distinct potexviruses share antigenic cross-presentation properties 
of MHC I epitopes 
Vaccine, 2010 Aug 2; 28(34):5617-26. 
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Chimeric VLPs made of papaya mosaic virus (PapMV) trigger a CTL response through 
antigenic presentation of epitopes on MHC class I. Here, a chimeric VLP composed of malva 
mosaic virus (MaMV) was shown to share similar properties. We demonstrated the capacity of 
both VLPs to enter human APCs. The chimeric constructions were cross-presented in CD40-
activated B lymphocytes leading to in vitro expansion of antigen-specific T lymphocytes. We 
showed that high concentrations of chimeric MaMV induced cell death, suggesting that some 
modifications can trigger collateral effects in vitro. Results suggest that potexvirus VLPs are an 






Since the development of the first vaccine against smallpox in the 1790s by Edward 
Jenner, scientists have explored many roads in order to expand the efficacy of vaccination 
strategies to various infectious diseases. Inactivated and live attenuated forms of the infectious 
agents are generally the most common approaches used in vaccination [1]. Interestingly, even if 
vaccination has been shown to be the most efficient and least costly approach in the control of 
viral and bacterial diseases, vaccines for some infectious diseases warrant only partial protection 
due to their weak immunogenicity. Consequently, the main motivation of researchers in this field 
has become the development of more immunogenic vaccines. The security of vaccines used in 
prophylaxis is a priority for regulatory authorities [2]. The development of subunit vaccines is 
promising, considering that live attenuated vaccines can potentially revert or recombine with a 
circulating pathogenic strain giving rise to agents which can be more lethal. Subunit vaccines are 
very safe but have often proven less immunogenicity than current vaccines and necessitate the 
addition of an adjuvant to their formulation to ensure the triggering of a strong immune response. 
Considering that alum is the only adjuvant on the market in North America, the search for 
efficient adjuvant and vaccine platform to improve the efficacy of vaccines has become a priority.   
The majority of current vaccines triggers only the humoral response thus neglecting the 
cytotoxic-T-lymphocyte (CTL) response which is an important arm of the immune defence, 
especially for viral diseases [3]. The ideal vaccine should elicit both arms of the immune system 
(humoral and CTL) to optimize protection. Infectious pathogens such as human 
immunodeficiency virus (HIV) and influenza virus have evolved to escape immune surveillance 
by frequently mutating their extracellular proteins, resulting in the induction of a poor antibody 
response. It is therefore highly relevant to develop an efficient vaccine that can trigger CTL in 
order to generate cellular protection against intracellular antigens.   
 Recently, virus-like particles (VLP) regained interest in the field with the licensing of the 
first VLP-based vaccine against the L1 protein from the human papillomavirus [4]. Since their 
structures are similar to those of native viruses, VLPs are strong immunogens and a neutralizing 
humoral response for influenza has been demonstrated [5]. These particles are composed of 
structural proteins lacking in the viral genome which appear to trigger efficient humoral response 
against conformational epitopes in the proteins structure of self-assembled VLPs. Subunit 
vaccines have showed an excellent safety profile. Engineered VLPs presenting antigenic epitopes 
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from pathogens at their surface could also be exploited to elicit humoral response against the 
selected antigen. For example, tomato bushy stunt VLPs displaying the ricin toxin antigen trigger 
a humoral response against the antigen in absence of response against the platform [6]. PapMV 
VLPs displaying the influenza M2e antigen previously triggered a protective humoral response in 
mice submitted to a lethal challenge of influenza virus [7]. Many other plant VLPs have also been 
designed against HCV [8] and HIV antigens (Reviewed in [9]). The highly ordered structure of 
VLPs appears to be important for VLP immunogenicity [8]. 
Some VLPs have also been shown to trigger CTL responses. Those VLPs are captured 
and presented by APCs by a mechanism identified as major histocompatibility (MHC) class I 
cross-presentation. This antigenic presentation pathway seems to vary depending on which cell 
type or VLP is studied. For example, VLPs from parvoviruses follow an endosome-to-cytosol 
pathway [10]. Also, hepatitis C VLPs use a TAP-dependent or -independent pathway depending 
on the cell type [11]. Multiple studies have also demonstrated that specific T lymphocytes can 
become activated following MHC class I cross-presentation. For instance, a chimeric parvovirus 
VLP carrying foreign epitopes from the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) activates a 
CTL response in injected mice independent of adjuvant administration [12]. In addition, 
recombinant hepatitis B surface antigen fused with respiratory syncytial virus (RSV) or human 
papillomavirus (HPV) epitopes elicited a cellular protective immune response in immunized mice 
[13].  
Based on this concept, we have developed chimerical VLPs derived from plant virus coat 
proteins, genetically modified to carry epitopes from different viral and tumor antigens [7, 8, 14, 
15]. Plant viruses have previously been proven to elicit a humoral response against HIV gp41 
epitope expressed on potato virus X [16]. Papaya mosaic virus (PapMV) coat protein (CP) 
expression in E. coli leads to auto-assembly around a positive-strand RNA in a repetitive rod-like 
structure similar to wild type virus structure [17]. We previously demonstrated that a strong 
humoral response can be induced by PapMV VLPs fused to hepatitis C virus epitopes. This 
response seems to be dependent of the multimerization of the CP [8]. Also, PapMV VLPs can 
trigger an IgG2a humoral response against the M2e peptide of the influenza virus [7]. IgG2a 
appears to be the classical humoral response induced by VLPs [18, 19]. We subsequently showed 
that PapMV VLPs induce Th1/Th2 immune responses in mice and protected against LCMV 
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infection in the absence of adjuvant [14]. In human antigen presenting cells (APCs) in vitro, 
PapMV VLPs containing influenza matrix protein M1 and melanoma antigen gp100 epitopes 
mediated MHC class I cross-presentation of the inserted peptides, which was proteasome-
independent and was efficient in inducing antigen-specific T cell expansion from autologous 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) [15]. 
 
The PapMV platform therefore appears to be an excellent candidate in eliciting a 
protective immune response through the induction of both arms of the immune system. However, 
we attempted to demonstrate that VLPs made from the coat protein of the malva mosaic virus 




Materials and Methods 
2.1 Cloning and engineering of PapMV, MaMV gp100 and M1 constructs 
The PapMV, PapMV M1, PapMV gp100 and the MaMV constructs used in this report 
have been described elsewhere [15, 20]. MaMV was modified by PCR by introduction of the 
SpeI-MluI restriction sites at its C-terminus which generated the MaMV-SM clone. The primers 
used for the PCR were respectively 5’-GGTACATGTCGAACTCTGGTTCAGCCG-3’ (forward 
primer) and 5’ACTAGTACCACGCGTCACCATCACCATCACCATAGTAAG-
GATCCGGCTGCTAA-3’ (reverse primer). The PCR amplification conditions used were: 45s at 
94oC, 45s at 65oC and 60 s at 72oC for 33 cycles with a pre-incubation of 3 minutes at 94oC using 
the ExpandTM High Fidelity PCR system (Roche Diagnostics) under standard conditions 
recommended by the manufacturer. The final PCR product was cloned as a AflIII-BamHI 
fragment in the compatible NcoI-BamHI linearized pET 3D as previously described [20]. The 
MaMV-SM was digested with SpeI and used to clone the following oligonucleotides that were 
annealed and digested by SpeI (Table 1). The resulting clones, MaMV gp100 and MaMV M1 
harbour a fusion of a peptide at their C-termini followed by a six-histidine tag for the purification 
process. We kept five amino acids on either side of the HLA-A*0201 epitopes to ensure efficient 
processing, as in native gp100 and influenza virus M1 proteins (Figure 2). The sequences of the 
PapMV clones were confirmed by DNA sequencing. 
 
2.2 Expression and purification of the PapMV and MaMV constructs from E. coli 
The same production and purification procedure was used for all the constructs presented 
in this manuscript. Briefly, E. coli strain BL21 (DE3) RIL cells (Invitrogen) was transformed 
with each construct. Fresh culture medium (2x YT, 50 mg/mL ampicillin) was inoculated from a 
pre-culture of approximately 10 isolated colonies and grown until an optical density (OD) of 0.6–
0.8 was reached. Protein expression was induced by the addition of IPTG (Promega) to a final 
concentration of 1 mM and the culture was incubated at 22oC for 16h at 225 rpm. The cells were 
then centrifuged and resuspended in lysis buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM 
imidazole pH 8.0) in presence of 20 mM PMSF (EM Science), 1x protease cocktail inhibitor 
(Roche) and 1 mg/mL lysozyme (Sigma) before lysis on a French press. The lysate was 
centrifuged and the supernatant was incubated for 3 h at 4oC in presence of 3 mL of nickel-NTA 
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agarose beads and transferred to an elution column (Bio Rad). Beads were washed with 25 mL of 
each of the following buffers: once with washing buffer 1 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 
50mM imidazole, pH 8.0); once in washing buffer 2 (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 
imidazole, pH 8.0, 0.5% triton X-100); once in washing buffer 1; three times in washing buffer 3 
(50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0 and 1% Zwittergent pH 8) and once 
in washing buffer 4 (10 mM Tris–HCl, 50 mM imidazole, pH 8.0). Proteins were then incubated 
for 30 minutes in presence of elution buffer (10 mM Tris-HCl, 1 M imidazole, pH 8.0) and 
eluted. The eluate was dialysed against 20 volumes of 10mM Tris HCl pH 8.0 for 1 hour, and a 
second against 20 volumes of new dialysis buffer for an additional 16 hours. The VLPs were 
isolated following ultracentrifugation through a sucrose cushion. The pellet was resuspended in 
sterile PBS. Purified proteins were analyzed by SDS-PAGE to confirm purity. The exact 
proportion of each PapMV form (VLPs vs discs/20mer) was monitored by passing the purified 
protein through a gel filtration column (Superdex 200) as described previously [21]. The level of 
LPS in the purified protein was evaluated with the Limulus test according to the manufacturer's 
instructions (Cambrex). The level of LPS contamination was always inferior to 0.01 endotoxin 
units (EU)/µg of purified protein.  
 
2.3 Cells and reagents 
T2 and KG-1 were obtained from the American Type Culture Collection (Bethesda, MD, 
USA). T2 cell line was cultured in RPMI 1640 complete medium containing 10% FBS, 2 mM L-
glutamine, 100 U/ml penicillin/streptomycin and 10 µg/ml gentamicin (all from Wisent). KG-1 
cell line was cultured in Iscove’s modified Dulbecco’s medium (Invitrogen) supplemented with 
20% FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin/streptomycin and 10 µg/ml gentamicin. 
T lymphocytes, dendritic cells (DC) and CD40-activated B lymphocytes (CD40B) were 
cultured in complete medium which is Iscove’s modified Dulbecco’s medium (Invitrogen) 
supplemented with 7.5% human serum (heat inactivated, Gemini), 2mM L-glutamine, 100 U/mL 
penicillin/streptomycin and 10 µg/mL gentamicin. CD40B were expanded and cultured from 
PBMCs by the addition of 1000 ng/mL of soluble trimeric CD40L (Immunex Corporation) and 
250 U/mL recombinant human interleukin-4 (rIL-4; PeproTech, Rocky Hill, NJ). Monocyte-
derived dendritic cells (moDC) were generated from PBMCs of human healthy donors, as 
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described elsewhere [22]. Briefly, PBMCs were incubated for 2 h at 37°C in RPMI complete 
medium (Wisent). Non-adherent cells were removed, and fresh medium containing 1000 U/ml 
human rGM-CSF and 100 ng/ml human rIL-4 was added. Monocytes were differentiated to DCs 
for seven days, with the addition of GM-CSF and IL-4 every two days. 
 
2.4 Electron microscopy 
Proteins were diluted in PBS and were adsorbed for 3 minutes on carbon-coated formvar 
grids. The grids were washed twice with deionized water and stained with 2% uranyl acetate for 
10 minutes at room temperature. The grids were then observed on a JEOL JEM220FS 
transmission electron microscope. Average VLP length was evaluated by measuring 100 VLPs 
using the program MetaMorph offline version 6.2r2 (Molecular Devices Corp. Downingtown, 
PA, USA). 
 
2.5 Cross-presentation assays from VLP-pulsed CD40B 
CD40B were analyzed for MHC class I presentation of defined epitopes with gp100- or 
influenza virus M1-specific T cells. Gp100-specific CD8+ T cell clones kindly provided by Mark 
Dudley (National Cancer Institute; NIH, Bethesda, MD) are specific to native and modified 
version of gp100 HLA-A*0201-restricted epitope (209-217; ITDQVPFSV and IMDQVPFSV). T 
cell lines specific to the influenza virus M1-derived HLA-A*0201-restricted epitope (58-67; 
GILGFVFTL) were generated as previously described [15]. 
To evaluate cross-presentation mediated by VLP, CD40B were pulsed with various 
versions of modified PapMV and MaMV from 5 to 100 µg/mL for 20 h. Cells were harvested, 
washed twice with PBS, and seeded in complete medium in 96-well plates. Gp100 or influenza 
virus M1-specific T cells were added at 1:1 ratio for 18 h. Culture supernatants were harvested, 
and IFN-γ was evaluated by ELISA. T cell proliferation was evaluated by 5-day coculture with 
VLP-pulsed CD40B. Briefly, M1-specific T cells were labeled with 5 µM of 5-6-
carboxyfluorescein diacetate (CFSE; Molecular Probes). T cells were washed twice in PBS and 
seeded in complete medium in 96-well plates. VLP-pulsed CD40B or peptide-pulsed CD40B or 
T2 cells were added at 1:2 ratio for 5 days. IL-2 was added at 300 IU/ml at day 1 and 3.  Cells 
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were harvested and T cell proliferation was assessed by flow cytometry with anti-CD8 Pacific 
Blue (BD biosciences) staining. 
 
2.6 T cell expansion 
CD40B were pulsed with 25 µg/ml of PapMV or MaMV M1 for 20h. Cells were 
harvested and washed twice in PBS. Pulsed CD40B (2 x 105) were co-cultured with autologous 
PBMC (5 x 105 cells) in 500 µl of complete media in single wells of a 48-well plate. For peptide 
stimulation, 7 x 105 PBMCs were pulsed with peptide M1 (1mM) in 500 µl of complete media in 
single wells of a 48-well plate. On day 7, freshly VLP-pulsed CD40B (2.5 x 105) for 20h or 
peptide-pulsed CD40B for 3 h were added to individual cultures. IL-2 was then added at 300 
IU/ml every 2 or 3 days. T cell specificity was assessed on day 21 to 24. Briefly expanded cells 
were co-cultured with peptide-pulsed T2 cells or with VLP-pulsed CD40B. Cytokines secretion 
was evaluated by ELISA and intracellular cytokine staining (ICS).  
 
2.7 ELISA 
Supernatants were harvested and tested for the presence of secreted IFN-γ by ELISA, as 
previously described [23]. Briefly, MaxiSorp flat-bottom 96-well plates (Nalge Nunc 
International) were incubated overnight at 4°C with an anti-IFN-γ mAb (0.4 µg/ml; Pierce 
Endogen). Plates were washed with PBS/0.5% Tween 20, and blocked for 30 minutes with 
PBS/5% FBS. Plates were washed again before biotinylated anti-IFN-γ antibody (0.2 µg/ml) 
(Pierce Endogen) and supernatants were added. After 90 minutes incubation at room temperature, 
the plates were washed and incubated for 30-45 minutes with 0.25 µg/ml Poly HRP20-
streptavidin (Research Diagnostics Inc.), revealed with enhanced K-Blue® TMB substrate 
(Neogen), and the reaction was stopped with 2N H2SO4. Absorbance was evaluated at 450 nm 






2.8 Western blotting 
VLP were resolved by 12.5% sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel and 
transferred on PVDF membranes. Each VLP was detected with polyclonal mouse anti-PapMV or 
MaMV produced by mouse immunization with 100 µg of respective VLP. Serums were 
harvested 14 days after the immunization. For caspase-8 cleavage detection, protein were 
prepared from VLP pulsed-CD40B after 7 hours in lysis buffer for 20 minutes (20 mM Tris-HCl, 
pH 8, 137 mM NaCl, 10% (v/v) glycerol, 1% (v/v) Triton X-100, 1 mM Na3VO4 and 2 mM 
EDTA) containing protease inhibitors (1 mM PMSF, 2 µM pepstatin A, 2 µM leupeptin, all from 
Sigma-Aldrich). Cell debris were pelleted and discarded, and protein concentration was measured 
by Lowry assay with a DC Protein Assay kit (Bio-Rad). Protein extracts (30 µg/well) were 
resolved by 12.5% SDS-polyacrylamide gel and transferred to PVDF membranes (Immun-
Blot™, Bio-Rad). Caspase-8 protein was revealed by incubation with a mouse monoclonal anti-
human caspase-8 antibody (1:1000; 1C12 NEB Cell signaling) overnight at 4oC. Membranes 
were washed and re-incubated for 1 hour with a secondary horseradish peroxidase-conjugated 
goat anti-mouse IgG1 γ-chain antibody (1:30 000; Southern Biotech) before detection by 
Lightning plus (Perkin-Elmer). Chemifluorescence was quantified by autoradiography.  
 
2.9 Flow cytometry  
VLPs were conjugated with Alexa Fluor® 647 Monoclonal Antibody Labeling Kit 
(Molecular Probes) following the manufacturer’s instructions. VLP entry in different APCs was 
assessed by flow cytometry with Alexa647-conjugated VLP. Briefly, CD40B, DC and KG-1 
were incubated 3 hours with 10 µg/ml of labeled VLP. Cells were washed twice in PBS 0.5% 
BSA and 0.1% sodium azide before flow cytometric analysis. For intracellular cytokine staining, 
expanded T cell lines and peptide-pulsed T2 were cocultured at a ratio of 2:1 for 6 hours in the 
presence 5 µg/ml of Brefeldin A (Sigma-Aldrich). Cells were stained using FITC conjugated 
anti-CD3, Pacific Blue anti-CD8, APC-H7 anti-CD4 (BD Biosciences) and LIVE/DEAD Fixable 
Aqua Dead Cell Stain Kit (Molecular Probes) to exclude dead cells. Cells were surface-stained 
for 30 minutes at 4oC, washed with staining buffer (PBS 0.5% BSA and 0.1% sodium azide) and 
then fixed and permeabilized in Fixation & Permeabilization buffer (eBiosciences) for 30 
minutes at 4oC. Intracellular staining was performed by incubating cells with antibodies against 
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IFN-γ and TNF-α, or correspondent isotype in Permeabilization Buffer (eBiosciences) for 30 
minutes at 4oC. Cells were washed twice in Permeabilization Buffer and resuspended in staining 
buffer. Cells were processed with an LSRII instrument (BD Bioscience) and analyzed using 
FlowJo software (Tree Star). 
 
2.10  Confocal microscopy 
CD40B and KG-1 were incubated for 3 hours with 10 µg/ml of VLP and fixed with 
formaldehyde 2%. Cells were cytospun on slides and mounted in Geltol mounting medium 
(Thermo scientific). Slides were examined with a Leica TCS 4D confocal scanning microscope. 
Cell-surface staining of apoptotic cells was performed with PE-labeled Annexin V Apoptosis 
Detection kit (BD Biosciences) as described by the manufacturer. CD40B were incubated with 25 





3.1 CP from MaMV and PapMV are distinct. As for PapMV, MaMV has been identified as 
a new member of the potexvirus family [20]. The CP of this virus shows only 31% identity with 
the PapMV CP (Figure 1A). Most of the homology between the two proteins is found in the core 
sequence of the CP. Importantly, the N- and C-termini of these proteins which are exposed at the 
surface of the virus do show very little homology [17, 24]. To confirm this observation, we 
showed that there is no cross-reactivity between IgG directed to the surface of PapMV and 
MaMV as evaluated by both ELISA and Western blot analysis which suggests that the surfaces of 
the VLPs are distinct (Figure 1B-D). 
 
3.2 Engineering of the MaMV CP with CTL epitopes. Chimeric MaMV VLPs with the CTL 
epitopes M1 and gp100 (respectively MaMV M1 and MaMV gp100; Figure 2A), as previously 
used for the PapMV study [15] were prepared with the objective of evaluating their ability to 
induce presentation of a CTL epitope at the surface of APCs. The chimerical constructions harbor 
the HLA-A*0201 epitopes derived from the gp100 melanoma antigen and influenza matrix 
protein M1, inserted in the C-terminal region of MaMV CP and flanked by five residues from the 
native antigen in the N- and C-termini of the epitope (Figure 2A). Observation by electron 
microscopy showed that MaMV CPs and their engineered forms produced VLPs upon expression 
in E. coli (Figure 2B). The average length of the VLPs was approximately 60 nm (data not 
shown). Wild type PapMV and MaMV CPs will serve as negative controls in cross-presentation 
assays 
 
3.3 PapMV and MaMV VLPs are internalized in different APCs. APCs may uptake and 
cross-present different VLPs with diverse efficiencies We thus evaluated the uptake of Alexa647-
labeled version of both VLPs in different APCs. The entry of the labeled VLPs was evaluated by 
flow cytometry and by confocal microscopy. The CD40B system developed by Schultze’s group 
for antigen presentation [25] and described as an efficient model to study classical MHC class II 
presentation of extracellular antigens [26] and MHC class I cross-presentation by PapMV VLPs 
[15], the KG-1 cell line which is DC-like immortalized acute myelogenous leukemia cells, also 
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used as a tool for cross-presentation studies [27] and moDC which are classical human-derived 
APCs [28] were exploited as APC models used in the uptake assays. First, we assessed VLP 
uptake by incubating APCs in a time-course experiment with Alexa647-labeled PapMV or 
MaMV VLPs. Flow cytometric analysis revealed time-dependent uptake in all cell types (Figure 
3A). VLP uptake appeared more efficient in KG-1 and moDC compared to CD40B. PapMV and 
MaMV VLPs showed equivalent uptake in CD40B, but an increased uptake for MaMV VLPs 
was observed in KG-1 and moDC when mean fluorescence intensity (MFI) in these cells was 
compared (Figure 3B).  
 To confirm VLP internalization by human APCs, we studied active endocytosis by 
incubating at 37oC and the passive cell surface interaction of labeled VLPs at 4oC. In all cell 
types, MFI were markedly increased at 37oC in comparison to 4oC suggesting that fluorescence 
was due to an active process (Figure 4A). Finally, internalization was further confirmed by 
confocal microscopy on VLP-pulsed CD40B and KG-1 (Figure 4B), which revealed uptake in 
internal vesicular compartments. Similarly to flow cytometric analysis, uptake in KG-1 seemed 
more efficient in comparison to CD40B. From these data, we confirmed VLPs internalization in 
endogenous vesicular structures in the two different sources of APC in a time-dependent fashion. 
3.4 PapMV and MaMV VLPs are cross-presented by CD40B, and induce T cell 
proliferation. PapMV VLP has previously been characterized for their proteasome-independent 
cross-presentation property [15]. Here, chimeric MaMV VLP fused with influenza M1 epitope 
induced IFN-γ secretion from M1-specific T cells (Figure 5A). MaMV VLPs appeared to be 
more efficient in activating M1-specific T cells for IFN-γ secretion in comparison to PapMV 
VLP. Upon antigen-specific T cell receptor (TCR) stimulation, proliferation can also be induced 
in T lymphocytes, which can be measured by CFSE dilution. We observed M1-specific T cell 
expansion following stimulation with PapMV M1 and MaMV M1-pulsed CD40B compared to 
PapMV and MaMV WT used as controls (Figure 5B).  
3.5 Both PapMV and MaMV VLPs can lead to expansion of antigen-specific T lymphocytes. 
We previously demonstrated that PapMV fused with an HLA-A*0201 epitope from the influenza 
M1 matrix protein can expand M1-specific T cells from a heterologous T cell population in 
PBMCs [15]. We used a similar approach by co-culturing resting T lymphocytes from PBMCs 
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with VLP-pulsed autologous CD40B. After three weeks of expansion and two rounds of 
stimulation with VLP-pulsed CD40B or peptide-pulsed CD40B, specificity of expanded T 
lymphocytes was assessed by a T cell recognition assay with peptide-pulsed HLA-A*0201+ T2 
cells. T lymphocyte lines expanded with both VLPs showed similar reactivity to M1 peptide 
loaded on T2 cells and IFN-γ secretion is comparable to T lymphocyte lines expanded with 
synthetic peptide-pulsed CD40B (Figure 6A). Expanded T cells demonstrated reactivity to 
PapMV M1- or MaMV M1-pulsed APCs without any cross-recognition of PapMV gp100 or 
MaMV gp100 (Figure 6B). T lymphocyte expansion with chimerical VLPs from PapMV and 
MaMV failed to expand specific T cells against the VLP platforms (PapMV or MaMV CP). To 
confirm the CTL expansion, we demonstrated by intracellular staining that IFN-γ detected by 
ELISA was secreted by CD8+ T lymphocytes (Figure 6C). Some of the IFN-γ-producing cells 
also appear to secrete TNF-α. Expansion of specific T lymphocytes was observed with PBMCs 
from seven of eight (7/8) different healthy donors (Table 2). The latter data showed that both 
PapMV M1 and MaMV M1 VLP are efficiently presented on APCs and can equally expand 
specific T cells from PBMCs.   
 
3.6 High concentrations of MaMV M1 can trigger cell death in CD40B. We next determined 
PapMV and MaMV cross-presentation efficacy by comparing different concentrations of VLPs 
pulsed on CD40B and assessed IFN-γ secretion by M1- or gp100-specific T lymphocytes. MaMV 
VLPs proved to be more efficient in activating specific T cells for IFN-γ secretion in comparison 
to PapMV VLP at the same concentration (Figure 5A and 7 A-B). However, as opposed to 
MaMV gp100, efficacy of cross-presentation of MaMV M1 decreased at high concentration. In 
an attempt to explain this result we firstly assessed the toxicity of VLPs on CD40B. Cells were 
incubated with VLPs and cell mortality was quantified by annexin-V and 7-AAD staining. Flow 
cytometric analyses revealed that the higher concentration of MaMV M1 induced cell mortality  
after 7 h of treatment as shown by a large increase in the percentage of dead cells (annexin V+ 7-
AAD+) proportion (Figure 7C-D). We thus concluded that impaired M1-specific T lymphocyte 
recognition can be explained by the higher mortality observed in APCs. Next, we attempted to 
characterize the cell mortality induced by high concentration of MaMV M1 by immunoblotting 
cellular lysates with a caspase-8 antibody recognizing procaspase-8 and its cleaved fragments. As 
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observed with anti-Fas (CH11) treatment, CD40B incubated with high concentration of MaMV 
M1 showed accumulation of the p43/p41 and p18 cleaved fragments of procaspase-8. In contrast, 
CD40B treated with other MaMV or PapMV M1 VLPs did not show more caspase-8 cleaved 
fragments than untreated cells (Figure 7E). In summary, the MaMV VLP seems to have a greater 
cross-presentation capacity on CD40B for the M1 or gp100 epitope. However, high 




The CPs of PapMV and MaMV, two members of the potexvirus family were genetically 
engineered to display immuno-dominant HLA-A*0201 peptides from the M1 protein of the 
influenza virus and from gp100, a melanoma tumoral antigen. Although the CPs of both viruses 
share only 31% of identity, they are capable of auto-assembly into VLPs that appears similar to 
that of native viruses in E. coli. As anticipated from the amino acid sequences at the surface 
exposed N- and C-terminus of the two viruses, IgG directed to the surface of one of the virus 
failed to recognize the surface of the other virus by ELISA and Western blot assay (Figure 1 B-
D). We confirmed that the internalization of VLPs in three different sources of APC: KG-1, 
moDC and CD40B in a time-dependent fashion. In KG-1 and CD40B, the fluorescently-labeled 
VLPs of PapMV and MaMV were localized in endogenous vesicular compartments after 
internalization with a similar efficacy. Both VLPs were cross-presented in CD40B and lead to 
IFN-γ secretion and proliferation of specific T lymphocytes. We successfully generated avid T 
cells by in vitro T lymphocyte expansion from PBMCs with both PapMV M1 and MaMV M1 
VLPs. Finally, chimerical VLPs appeared to cross-present gp100 and M1 epitopes in a dose-
dependent manner. However, the MaMV M1 construction induced caspase-8-dependant mortality 
in some APCs at higher concentrations.  
 Due to their repetitive and crystalline structures, plant viruses as vaccine vectors are stable 
and induce strong immunogenicity. PapMV CP have previously been chosen to trigger an 
efficient humoral response mostly due to multiple exposed antigens at their surfaces [7]. 
Interestingly, chimeric VLPs can also be cross-presented on APC and generate a cellular immune 
response. In this paper, we inquire whether the observed cross-presentation capacity is shared by 
another member of the potexviruses family. MaMV CPs engineered to display M1 and gp100 
epitopes form VLP when expressed in E. coli (Figure 2). MaMV was used to reveal this property 
because of the limited homology between MaMV and PapMV CP (Figure 1A). Comparison of 
the two potexviruses helped to understand intrinsic properties essential for antigenic cross-
presentation. Also the availability of a second virus immunologically distinct from PapMV would 
eliminate the neutralizing antibody response, thus allowing a prime boost protocol. 
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Vaccines must first get internalized in competent APCs. PapMV VLPs have been 
previously described to enter and activate splenic DCs in a mouse model [14]. We showed that 
fluorescently-labeled PapMV and MaMV VLPs could be taken up by three different human APC 
models. Nevertheless, uptake efficiency varies between cells of lymphoid or myeloid origins and 
vesicular-based and time-dependent internalization can be observed in KG-1, moDC or CD40B. 
Uptake of different VLPs has been previously reported in human DCs; confocal microscopy 
revealed rapid internalization of Hepatitis C VLPs in human DCs [29]. Also, DCs and 
Langerhans cells seem to solicit two different endocytosis pathways for papillomavirus-like 
particle uptake. A clathrin-dependent pathway and caveolar associated vesicles can both lead to 
cross-presentation of HPV-like particles [30]. The pathway of internalization of potexvirus-like 
particles in human APCs remains unknown, but further investigations will provide information 
on the uptake of these particles in CD40B and moDC.  
 After the notable importance of stability and security, the prerequisite when developing a 
new vaccine platform is to ensure its capacity to increase the frequency of specific T lymphocytes 
in peripheral blood. This stimulation leads to an antigen-specific response and to the 
establishment of a pool of memory T lymphocytes as, it is the case, with Epstein-Barr VLPs [31]. 
First, we established the capacity of CD40B to cross-present M1 epitope from chimerical PapMV 
and MaMV. This cross-presentation led to IFN-γ secretion and proliferation of M1-specific T 
cells (Figure 5). Also, we tested the capacity of those chimerical potexvirus-like particles to 
expand specific T lymphocytes against the M1 epitope from a polyclonal pool of PBMCs. To 
achieve this, we developed an in vitro vaccination model with a prime at day 0 and a boost seven 
days later. Results showed great specificity of T cell lines generated with this protocol. PapMV 
VLPs have already shown specific T lymphocyte expansion as a result of an identical protocol 
[15]. However, we confirmed these results with six of eight donors, whereas MaMV VLPs 
expanded specific T lymphocytes from seven of eight donors successfully (Table 2). Importantly, 
no cellular reactivity against the platform was detected from either PapMV or MaMV VLP-based 
construct (Figure 6B). These data confirm the potential of potexvirus-like particles as an efficient 
vaccine.  
 It has been previously demonstrated that PapMV VLPs mediate cross-presentation of the 
inserted epitope in CD40B [15], which appears to be mediated through a proteasome-independent 
pathway. In this study, we confirmed that activated B lymphocytes can efficiently cross-present 
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the M1 or gp100 antigens from MaMV and PapMV VLPs by assessed IFN-γ secretion and 
proliferation of specific T cells. We speculated that MaMV VLPs use a similar pathway to 
efficiently present epitopes on APCs. However, the results presented in figure 7 also revealed a 
toxicity of the MaMV M1 construction. As previously shown, LPS contamination from E.coli 
can induce apoptosis through TLR-4 activation [32, 33]. However, LPS contamination was not 
responsible for increased cell mortality because lipopolysaccharide concentration was controlled 
in the preparations and MaMV M1 did not contain an increased LPS concentration. Furthermore, 
MaMV intrinsic properties do not seem to be the cause of toxicity because the MaMV gp100 or 
MaMV WT revealed no increase in cell death after incubation with CD40B. However, CD40B 
appear more sensitive to cell death in vitro than APCs are in vivo, because overnight incubation 
with commercial influenza vaccine Fluviral© from GlaxoSmithKline also induced high 
percentage of cell mortality (data not shown). 
 
In conclusion, we demonstrated the efficacy of both PapMV and MaMV VLPs to be 
internalized and cross-presented in human APCs leading to in vitro expansion of M1-specific T 
lymphocytes. By comparing these two VLPs (PapMV and MaMV), we will further deepen our 
knowledge of the mechanism of cross-presentation induced by these molecules. Furthermore, this 
finding increases our motivation in developing a treatment in cancer immunotherapy and of viral 




Tables and Figures 
 
Tableau 1 (Hanafi et al. Vaccine Table 1). Oligonucleotide sequences used for the introduction 
of the gp100 and the influenza M1 sequences at the C-terminus of MaMV CP. 
 
Name of the Oligonucleotide  Sequence of the oligonucleotide 
gp100 (sense) 5’-CTAGTTCTTCTGCGTTCACCATCATGGACCAGGTTCCGTT 
CTCTGTTTCTGTTTCTCAGCTGA-3’ 
gp100 (antisense) 5’CTAGTCAGCTGAGAAACAGAAACAGAGAACGGAACCTGG 
TCCATGATGGTGAACGCAGAAGAA-3’ 
M1 (sense) 5’CTAGTTCTCCGCTGACCAAAGGTATCCTGGGTTTCGTTTTC 
ACCCTGACCGTTCCGTCTGAAA-3’ 




Tableau 2 (Hanafi et al. Vaccine Table 2). M1-specific T cell expansion results with eight 




Stimulation by APCs loaded with: 
PapMV M1 MaMV M1 Peptide M1 
405 0/5* (0%) 4/5 (80%) 3/10 (30%) 
542 3/3 (100%) 3/3 (100%) 10/10 (100%) 
548 2/4 (50%) 2/4 (50%) 4/4 (100%) 
614 4/4 (100%) 3/3 (100%) 5/5 (100%) 
621 3/3 (100%) 3/3 (100%) 8/10 (80%) 
716 0/4 (0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%) 
724 4/4 (100%) 4/4 (100%) 4/4 (100%) 
735 4/4 (100%) 4/4 (100%) NA 
*Results are presented as positive M1-specific T cell line on total expanded cell lines 
(percentage). A M1-specific T cell line is described as recognizing M1-pulsed T2 over 100pg/ml 









Figure 9 (Hanafi et al. Vaccine Figure 1) PapMV and MaMV coat proteins are distinct.  
(A) Alignment of the PapMV and the MaMV CP amino acid sequences. The N-terminal 
extension (25 amino acids in length) and the last amino acid of MaMV CP are underlined 
because they were not considered in the sequence alignment. The identical amino acids were 
highlighted and the homologous amino acids were identified with a (+). The two CP have 63 
amino acids in common which correspond to 31% identity in the stretch that was used for the 
alignment. Alignment was performed using Blastp algorithm (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). (B) 
ELISA using PapMV antiserum and MaMV VLPs as a substrate. PapMV IgG do not cross react 
with MaMV VLPs. Antiserum was obtained from Balb/C mice immunized once with 100 µg 
PapMV VLPs. Mice were bled 14 days after immunization. (C) ELISA using MaMV antiserum 
and PapMV VLPs as a substrate. MaMV IgG do not cross react with PapMV VLPs. Antiserum 
was obtained from Balb/C mice immunized once with 100 µg MaMV VLPs. Mice were bled 14 
days after immunization. (D) Western blotting of 2 µg  of PapMV and MaMV VLP with mouse 






PapMV CP                           MSKSSMSTPNTAFPAITQEQMSSIKVDPTSNL  32                  3 
                                           P     A T E + +I    T+   4 
MaMV  CP  MSNSGSAAAAPSQPSAAKKPAENIPSQEPQPADPADPTRAPTLEDLKAINYVSTTTA  57 5 
 6 
PapMV CP  LPSQEQLKSVSTLMVAAKVPAASVTTVALELVNFCYDNGSSAYTVTGPS--SIPEIS  87        7 
           + +  ++K +  L     + A +V     +L     D  +S  +   S  S P I+ 8 
MaMV  CP  VATPAEIKLLGDLFRKKGIDANAVAPAMWDLARAYADVQASRSAILSGSTPSNPSIT  114 9 
 10 
PapMV CP  LAQLASIVKASGTSLRKFCRYFAPIIWNLR-TDKMAPANWEASGYKPSAKFAAFDFF  143       11 
             LA  + +   + R+FC YFA I+WN+       PANW   G     K+A FDFF 12 
MaMV  CP  RTALAKQLYSIDLTPRQFCMYFAKIVWNMMLATHTPPANWAKQGLPEDCKYAGFDFF  171 13 
 14 
PapMV CP  DGVENPAAMQPPSGLIRSPTQEERIANATNKQVHLFQAAAQDNNFASNSAFITKGQI  200     15 
          +GV +P+A++P  GLIR P Q+E  A++T K   L +   Q+ N+ SN A +T G+ 16 
MaMV  CP  EGVLSPSALEPADGLIRMPNQKEIQAHSTAKYGSLARQRIQNGNYVSNLAEVTHGRA 17 
 18 
PapMV CP  SGSTPTIQFLPPPE   214 19 
           G         PPE 20 
MaMV  CP  GGVNAMYAIEAPPEF  243 21 






























































































































Figure 10 (Hanafi et al. Vaccine Figure 2) Preparation of chimerical MaMV CP fused with 
MHC class I epitopes from influenza M1 and gp100 proteins.  
(A) C-terminal sequences of MaMV CP (MaMV) and their engineered versions with HLA-
A*0201-restricted epitopes of influenza virus M1 protein (positions 57 to 65; designated MaMV 
M1) or of gp100 (positions 209 to 217 with an M in position 210; designated MaMV gp100) 
constructs. (B) Electron microscopy picture showing the virus like particle (VLP) of each 









Figure 11 (Hanafi et al. Vaccine Figure 3) Time course of VLPs entry in APCs.  
(A) CD40B, KG-1 and moDC were incubated for different durations with 10 µg/mL of each 
Alexa647-labelled VLP before integration was assessed by flow cytometric analysis. (B) Mean 
fluorescence intensity was linearly correlated with incubation time in each cell type (PapMV 
solid line, MaMV dashed line). Representative of two independent experiments. 
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Figure 12 (Hanafi et al. Vaccine Figure 4) PapMV and MaMV were internalized in vesicular 
compartments in CD40B, KG-1 and moDC.  
(A) All cell types were incubated for 4h with Alexa647-labelled VLPs at 37oC or 4oC followed 
by flow cytometric analysis. Representative of two independent experiments. (B) KG-1 and 
CD40B treated as described in A were cytospun on slides and fixed with formaldehyde 2%. 






Figure 13 (Hanafi et al. Vaccine Figure 5) PapMV and MaMV were cross-presented by CD40B 
and led to specific T cell proliferation.  
(A) CD40B were pulsed for 20 hours with 25 µg/mL of PapMV and MaMV VLPs. CD40B were 
washed and M1-specific T cells were added for 18 hours. Culture supernatants were harvested 
and IFN-γ secretion was determined by ELISA.  (B) CD40B were pulsed for 20 hours with 25 
µg/mL of PapMV and MaMV VLPs. VLP-pulsed CD40B were washed and CFSE-labeled M1-
specific T cells were added for 5 days. T cell proliferation was evaluated by flow cytometric 







Figure 14 (Hanafi et al. Vaccine Figure 6) PapMV M1 and MaMV M1 lead to expansion of 
specific T lymphocytes from PBMC.  
(A) After expansion of T cells with autologous CD40B pulsed with 25 µg/ml of PapMV M1 or 
MaMV M1 or 1 µM of synthetic peptide following the protocol described in material and 
methods, specificity of expanded T cells was assessed by co-culturing with T2 cells pulsed with 
indicated concentrations of M1 or gp100 peptides. (B) M1-specific T cell lines expanded with 
VLP-pulsed CD40B were evaluated for VLP reactivity using CD40B pulsed with original VLPs 
and control VLPs with gp100 epitope. (C) Following expansion, M1-specific T cell lines were 
incubated with T2 cells pulsed with M1 or control peptides for 6 hours in the presence of 
brefeldin A (5 µg/ml). TNF-α and IFN-γ staining is shown for CD3+/CD8+ population following 
flow cytometry analysis. Representative results are presented from 8 (A-B) or 3 (C) different 







Figure 15 (Hanafi et al. Vaccine Figure 7) Caspase-8 cleavage is induced in CD40B pulsed 
with high concentration of MaMV M1.  
(A-B) CD40B were pulsed for 20h with varying concentrations of VLP. CD40B were washed 
and (A) M1-specific or (B) gp100-specific T cells were added for 18 hours. Culture supernatants 
were harvested and IFN-γ secretion was determined by ELISA. (PapMV solid line, MaMV dotted 
line). (C-D) Toxicity of each construction was determined by 7-AAD and annexin V staining on 
CD40B pulsed for 7 hours with 25 or 100 µg/ml of VLP. Viability of cells was analyzed by flow 
cytometry. Live cells are 7-AAD- Annexin V-, cells in early apoptosis are 7-AAD- Annexin V+ 
and dead cells are stained for 7 AAD+ Annexin V+. (E) Procaspase-8 cleavage was detected by 
western blot with anti-caspase-8 monoclonal antibody. Cells were incubated for 7 hours with 25 
or 75 µg/mL of PapMV M1, MaMV M1, MaMV gp100 or MaMV WT. CD40B were also 
incubated for 7 hours with 100 ng/mL of anti-Fas (CH11). Positive control refers to apoptosis 
induced in HeLa cells with TNF-α (2.5 ng/mL) and cycloheximide (15 µg/mL)  
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We have engineered papaya mosaic virus (PapMV) coat protein to produce nanoparticles 
that are a new vaccination platform for triggering cellular immunity. A cytotoxic T lymphocyte 
(CTL) epitope was inserted in the PapMV nanoparticle. This vaccine platform has previously 
been described as activating specific T lymphocytes against the inserted epitope through a 
proteasome-independent MHC class I cross-presentation. In this study, we provide novel insights 
into the mechanism of the MHC class I cross-presentation mediated by PapMV nanoparticles. 
Our results demonstrate that PapMV nanoparticles do not require the transporter associated with 
antigen presentation (TAP), but rather depend on lysosome acidification and cathepsin S protease 
activity. We have also linked the induction of autophagy with this vacuolar MHC class I cross-
presentation process. Interestingly, autophagy is induced in APC after PapMV nanoparticle 
exposure and inhibition of autophagy reduces MHC class I cross-presentation. Also, induction of 
autophagy using starvation enhances MHC class I cross-presentation of PapMV nanoparticles. 
This study is the first to demonstrate that autophagy is associated with TAP and proteasome-
independent MHC class I cross-presentation. A deeper understanding of the autophagy-dependent 
MHC class I cross-presentation will be useful in designing vaccination platforms that aim to 





Among the various vaccine vectors that have recently been developed, the utilization of 
virus-like particles (VLPs) has multiple advantages. VLPs are composed of viral proteins 
assembled in a non-productive, virus-like structure that reduces the risks linked to productive 
infection by attenuated viruses while keeping their immunogenicity. VLPs can serve as vaccine 
carriers through the addition of sequences coding for major histocompatibility complex (MHC) 
class I epitopes from viral or tumor target proteins into the coat protein virus sequence1.  
 
We have developed VLPs in which HLA-A2 epitopes of influenza matrix 1 (M1) or 
melanoma glycoprotein 100 (gp100) were inserted at the C-terminus of the papaya mosaic virus 
(PapMV) coat protein sequence2, the building block of the PapMV nanoparticles. We have 
previously demonstrated that the inserted epitopes are cross-presented on MHC class I by antigen 
presenting cells (APCs) through a proteasome-independent mechanism3. Other VLPs have 
demonstrated the same capacity of MHC class I antigen cross-presentation. Specifically, we have 
observed that Malva mosaic virus (MaMV) VLPs are internalized, cross-presented by APC and 
lead to specific T lymphocyte expansion2. Also, a Hepatitis B VLP containing ovalbumin (OVA) 
epitope is presented on MHC class I and class II in dendritic cells4. In addition, HIV-based VLPs 
coupled with E7 oncoprotein of HPV can cross-present E7 epitopes and induce an anti-tumor 
response5. Proteasome-independent cross-presentation has also been described for other 
particulate antigens, such as the VLPs prepared from the rabbit hemorrhagic disease virus 
(RHDV), which is presented via the MHC class I recycling pathway6. This last pathway involves 
processing in vacuolar compartments and depends on cathepsin S for protein degradation. An 
antigen cross-presentation pathway dependent on recycling process and cathepsin S has also been 
described in plasmacytoid dendritic cells (pDCs), where it showed rapid potential for presentation 
from this particular vacuolar process7.  
 
In this report, our aim was to define the MHC class I cross-presentation pathway mediated 
by PapMV VLPs. From the previously described MHC class I antigen cross-presentation, we can 
categorize all the different pathways into two different subtypes: the cytosolic pathway where 
internalized antigens must access the cytosol to be processed through the classical MHC class I 
machinery (proteasome degradation and endoplasmic reticulum loading8) and a second pathway 
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where degradation and loading onto MHC class I molecules is performed entirely in the vacuolar 
compartment9, 10. This last pathway is defined as vacuolar or vesicular cross-presentation. Since 
our previous data suggested a proteasome-independent pathway, we have investigated the role of 
transporter associated with antigen presentation (TAP), cathepsin S, and lysosome acidification in 
PapMV cross-presentation.  
 
We have also identified autophagy as an important cellular activity for the MHC class I 
cross-presentation of the CTL epitopes fused to PapMV. Autophagy is a ubiquitous cellular 
survival process that has previously been implicated in many immunological processes, including 
antigen presentation11, 12. First, it plays a role in T lymphocyte development during the negative 
selection of CD4+ T cells in the thymus, where autophagy is highly implicated in MHC class II 
presentation of endogenous proteins13, 14. However, the role of autophagy in MHC class I 
presentation is poorly characterized. Autophagy seems to be involved in MHC class I antigen 
presentation in a context where classical MHC class I is inhibited by infection with the herpes 
simplex virus (HSV)-115, 16. Also, when TAP is inhibited, autophagy is implicated in MHC class I 
presentation of human cytomegalovirus17. We hypothesized that PapMV VLP is cross-presented 
by MHC class I through an autophagy-dependent vacuolar pathway.  
 
We report here that MHC class I cross-presentation of epitopes inserted on PapMV 
nanoparticles requires cathepsin S enzymatic activity and endosomal acidification. We have 
further demonstrated that the cross-presentation of PapMV VLPs was independent on TAP 
transport to the endoplasmic reticulum. Also, we observe induction of autophagy in APCs 
exposed to PapMV. Finally, the MHC class I antigen cross-presentation mediated by PapMV 






PapMV cross-presentation is a TAP-independent active process 
To study antigen cross-presentation mediated by PapMV VLPs, we have developed an in 
vitro assay3 consisting of a 6-hour loading of APC with PapMV VLPs fused to a specific epitope. 
After extensive washing, we co-culture the APC with CD8+ T lymphocytes specific to this 
inserted epitope. We are then able to quantify the cross-presentation level by the activation of T 
cells through the secretion of IFN-γ in the co-culture supernatant. We first proceed with a 
cross-presentation assay in EBV-B cells with PapMV exposure performed at either 37oC or 4oC 
to verify that the release for antigen presentation of the epitope inserted in the VLP structure is 
mediated by an active degradation by the APC. As shown in Figure 1A, PapMV M1 loaded 
APCs were efficiently recognized only when pulsed at 37oC, demonstrating that presentation by 
PapMV VLPs requires active processes. As expected, external loading of APCs with a peptide 
corresponding to the minimal epitope was almost equally recognized by the specific T 
lymphocytes at both 37oC and 4oC.  
We performed the same antigen cross-presentation assay using pulsed T2 cells, a TAP-
deficient cell line18. TAP is implicated in the transport of peptides from the cytoplasm to the 
endoplasmic reticulum and is essential in classical MHC class I antigen presentation, as well as in 
cytosolic antigen cross-presentation19, 20. The efficient T lymphocyte-mediated recognition of T2 
cells pulsed with PapMV VLPs suggests that antigen cross-presentation pathway is independent 
of TAP, and again, only cells pulsed at 37oC were efficiently recognized (Figure 1B).  
These data strongly suggest that PapMV VLP mediated cross-presentation is independent 
of TAP transport of the epitope into the endoplasmic reticulum and requires an active 
intracellular process. This supports our hypothesis that the PapMV VLP is cross-presented by a 
vacuolar cross-presentation pathway.  
 
Induction of cross-presentation using PapMV nanoparticles transit through the vacuole 
Due to the first results presented, suggesting that the PapMV VLP is cross-presented via 
the vacuolar pathway, we wanted to confirm the role of previously described mediators of the 
vacuolar pathway (lysosomes and cathepsin S) by using chemical inhibitors. Chloroquine, an 
inhibitor of lysosome acidification21, efficiently inhibited MHC class I cross-presentation, as 
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illustrated by reduced IFN-γ secretion by epitope-specific T lymphocytes (Figure 2A). This 
reduction was significant compared to the small effect of chloroquine on the recognition of the 
externally loaded APC.  
Similarly, cathepsin S protease has previously been linked to proteasome-independent 
MHC class I cross-presentation22, 23. When APCs were pretreated with cathepsin S specific 
inhibitor before PapMV loading, we observed that PapMV cross-presentation was decreased, 
while external loading of MHC class I with a short peptide was not affected by this treatment 
(Figure 2B).  
We also controlled whether blocking of MHC class I cross-presentation by both inhibitors 
was due to a blocking of PapMV internalization. Our results demonstrate that there is no 
significant difference in fluorescent PapMV internalization measured by flow cytometry with 
these inhibitor concentrations (Figure 2C-D). Collectively, these results show that chloroquine 
and cathepsin S do not affect PapMV internalization, but do block PapMV antigen processing, 
confirming a role for lysosome and cathepsin S in PapMV nanoparticle processing.  
 
Autophagy is induced in APC by PapMV nanoparticles  
Starting from our hypothesis that autophagy can be implicated in MHC class I cross-
presentation by PapMV VLPs, we first wanted to evaluate the induction of autophagy on PapMV 
exposure. We first measured autophagy using the lipidated form of LC3 (LC3II) as a marker for 
autophagosome formation. In Figure 3A, we show that PapMV (at both 25 or 50 µg/ml) induces 
the formation of autophagosomes in EBV-B cells. This induction can be quantified by the ratio of 
LC3II over LC3I (the cytosolic form). Incubation with PapMV and the positive control 
rapamycin significantly enhances the LC3II/LC3I ratio (Figure 3B). The autophagosome 
induction inhibitor (3-methyladenine (3-MA)) reduces autophagy induction by both PapMV and 
rapamycin (Figure 3A-B).  
To confirm these results obtained by immunoblotting, we observed the induction of 
autophagy by confocal microscopy, using transfected APCs with a plasmid expressing 
GFP-labeled LC3. As transfection efficiency was less than 40%, we enriched GFP+ cells through 
fluorescence-activated cell sorting (FACS). Cells were then treated with PapMV or rapamycin to 
induce autophagy and observed by confocal microscopy. As presented in Figure 3C, PapMV and 
rapamycin exposure enhances the numbers of LC3-GFP+ puncta. When we quantified the 
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formation of LC3-GFP+ vesicles in multiple cells, we observed a 3-4 fold increase in the number 
of LC3+ puncta per cell in the presence of PapMV and rapamycin as compared to untreated cells 
(Figure 3D). Also, the total surface covered by GFP+ puncta was larger in treated cells with 
PapMV and rapamycin (Figure 3E) 
 
PapMV cross-presentation is dependent on autophagy pathway 
To confirm the implication of autophagy in PapMV MHC class I cross-presentation, we 
incubated our APCs with 3-MA to inhibit autophagy during the recognition assay. We controlled 
endocytosis of PapMV in presence of 3-MA, and showed that this inhibitor had no impact on 
PapMV endocytosis (Figure 4A). Pre-treatment of APC with 2 or 5 mM 3-MA resulted in 
significant reductions of MHC class I cross-presentation mediated by PapMV VLPs as compared 
to untreated cells, and as compared to peptide-pulsed APC after similar treatment (Figure 4B).  
We also evaluated whether the induction of autophagy prior to the recognition assay 
would increase the level of IFN-γ secretion by specific T lymphocytes. We induced autophagy by 
pre-treating the cells with 0.1 or 0.05 µM of rapamycin (similar to Figure 3); this induction of 
autophagy in APC down-regulated antigen presentation by PapMV. The effect was within the 
range observed with external peptide loading and did not affect PapMV internalization (Figure 
S1A-B). This could be explained by a significant downregulation of surface MHC class I by 
rapamycin treatment (Figure S1C). We then assessed whether cell starvation was another inducer 
of autophagy in APC through the mTOR pathway24. We incubated APCs for 3 hours in HBSS 
(Hank’s balanced salt solution) during the 6-hour antigen loading and proceeded with the 
recognition assay described above. Incubation in HBSS for 3 hours induced the lipidation of LC3 
in our cells (Figure 4C) and the upregulation of antigen recognition with PapMV, but not with the 
peptide (Figure 4D). In summary, the data presented in Figure 4 demonstrate that MHC class I 
cross-presentation by PapMV is inhibited in presence of 3-MA (autophagy induction inhibitor) 
and is enhanced when the loading occurs under starvation conditions (autophagy activator).  
 
We also used RNA interference as an alternative method to inhibit autophagy. APCs were 
transduced with lentivirus expressing mAmetrine (fluorescent protein) and shRNA against ATG5 
(shATG5) or a scramble shRNA (shSCR). After sorting for mAmetrine+ cells, we obtained a 
population of EBV-B cells having a 40-60% knockdown of ATG5 as calculated by immunoblot 
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densitometry (Figure 5A). Internalization of PapMV was not significantly different between 
shATG5, shSCR and untransduced cells (Figure 5B). When these cells were pulsed with PapMV 
for a recognition assay, we observed a significant downregulation of MHC class I cross-
presentation with shATG5 compared to shSCR (Figure 5C). Overall, the results presented in 







MHC class I cross-presentation is an essential pathway for the priming of CD8+ T 
lymphocytes. When APCs are not infected by pathogens or when cancer antigens are not 
expressed in APCs, the induction of a cross-presentation using a vaccine platform is an attractive 
method to improve the uptake and presentation of antigens to prime naive CD8+ T lymphocytes 
and mount an effective cellular immune response. Our data support the PapMV vaccine platform 
as a very efficient and attractive technology for developing this type of vaccines.  
 
Multiple pathways of MHC class I cross-presentation have been previously described. 
Some processes depend on the transfer of endocytosed antigens into the cytosol for their 
degradation by the proteasome and are loaded on MHC class I in the ER (Review in Zehner et 
al.8). In our system, epitopes inserted in the PapMV VLP vaccine platform are presented on 
MHC class I through a proteasome-independent mechanism3. In this study, we have 
demonstrated that MHC class I cross-presentation of PapMV VLPs is also TAP-independent and 
showed that it is dependent on lysosome and cathepsin S. Many viruses have evolved to inhibit 
TAP activity to evade anti-viral immune surveillance25-27. However, the immune system has 
developed different MHC class I presentation pathways that do not require TAP activity28. 
Interestingly, some individuals who are deficient in the TAP transporter are still able to present 
viral associated antigens29.  
 
The implication of autophagy in alternative MHC class I antigen presentation has been 
described in different situations. During the late stages of infection by HSV-1, a novel form of 
autophagy using the nuclear envelope is implicated in MHC class I antigen presentation15, 16. This 
antigen presentation pathway still requires the MHC class I classical machinery, including 
proteasome and TAP. In contrast, when using TAP deficient cells, Tey et al. demonstrated the 
existence of a vacuolar MHC class I antigen presentation mechanism dependent on autophagy 
after active infection with human cytomegalovirus (HCMV)17. In our study, we observed the 
same vacuolar autophagy-dependent pathway, but for cross-presentation, while previous studies 
required active infection and protein translation for classical MHC class I presentation. We show 
that starvation-induced autophagy enhances antigen cross-presentation mediated by PapMV 
VLPs (Figure 4D). In addition, inhibition of autophagy by 3-MA or using ATG5 shRNA 
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significantly reduces cross-presentation of the epitope inserted in PapMV VLPs (Figure 4B-5C). 
We concluded that the PapMV nanoparticle vaccine platform induces autophagy in APCs, which 
consequently enhance MHC class I cross-presentation. 
 
The next question to be addressed is how cathepsin S-generated peptides are able to 
access MHC class I loading. Several hypotheses were derived from other models. First, because 
MHC class I is constantly recycled from the cell surface, endo-lysosomes can fuse with recycling 
endosomes to allow peptide loading on MHC class I7, 9, 30. There is also evidence that tubular 
recycling endosomes can participate in the early stage of autophagosome formation and share 
their membranes31. The second pathway for MHC class I peptide loading is cross-presentation 
involving exogenous release of newly formed peptides. This form of cross-presentation has been 
described in immature DCs and CpG-activated DCs32. Autophagy can also be an important 
regulator of this peptide release. Autophagy has been linked to exosome release from 
apoptotic/autophagic endothelial cells and multivesicular bodies responsible for exosome release 
and can fuse with autophagosome under autophagic conditions33, 34. These lines of evidence 
suggest that autophagy can be implicated in MHC class I loading in PapMV VLP vacuolar 
antigen cross-presentation. 
 
In conclusion, we present a novel implication of autophagic complex pathway in MHC 
class I antigen cross-presentation through a vacuolar process. We also demonstrate that a vaccine 
platform composed of a chimeric plant VLP is efficiently cross-presented through vacuolar cross-
presentation pathway dependent on autophagy. This knowledge can help us to design new 
vaccine platforms that will have greater autophagy induction properties to promote their cross-







 Cells and reagents A T2 cell line was obtained from the American Type Culture Collection 
(ATCC) (cat #CRL-1992). EBV-B cells were generated from HLA-A2 normal donor peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) with supernatants containing Epstein-Barr virus as previously 
described39. Both cell lines were cultured in RPMI 1640 supplemented (cat #350-000-CL) with 
10 % (v/v) fetal bovine serum (cat #080-150), 2 mM L-glutamine (cat #609-065-EL), 100 U/ml 
penicillin, 100 µg/ml streptomycin (cat #450-201-EL) and 10 µg/ml gentamicin (cat #400-135-
UG) (all from Wisent). Rapamycin (cat #553210; Calbiochem) was used at 0.1-1 µM from a 
stock solution of 10 mM in DMSO (cat #D4540; Sigma). 3-methyladenine (3-MA cat #M9281; 
Sigma) was prepared in dimethylformamide (cat #D4551; Sigma) at 100 mM stock solution. 
Cathepsin S inhibitor (cat #219393; Calbiochem) and chloroquine (cat #C6628; Sigma) were 
prepared in DMSO at 11.7 mM and 100 mM stock solution respectively. 
 
PapMV VLP preparation The PapMV M1 and PapMV gp100 VLPs used in this report have 
been described elsewhere3. The sequences of the PapMV clones were confirmed by DNA 
sequencing. 
 
shRNA lentivirus production and infection Specific shRNA targeting the ATG5 was designed 
based on the sequences reference TRCN0000330394 (sequence: CCTGAACAGAATCATCCTTAA). 
The non-target scramble control shRNA sequence is (sequence: CAACAAGATGAAGAGCACCAA). 
As described before, annealed forward and reverse hairpin oligonucleotides were cloned into a 
modified pLKO.1-TRC1.5 vector where the puromycin-resistance gene was replaced with 
mAmetrine40. Lentiviral particles were produced by cotransfecting in HEK293T cells the 
shRNA-containing pLKO-mAM vector along with pMD2-VSVG, pMDLg/pRRE, and pRSV-
REV, as previously described40. Viral supernatants were used to transduce EBV-B and cells were 
sorted according to mAmetrine fluorescence on a FACS Aria about 1 week after lentivirus 
transduction. Validation of the knockdown was performed by immunoblot analyses.	  
 
Cross-presentation assay EBV-Bs or T2s were loaded with PapMV containing M1 or gp100 
epitope (PapMV; 25 µg/ml) or 1 µM peptide M1 (GILGFVFTL) or mutated gp100 
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(IMDQVPFSV) for 6 hours. Cells were washed extensively and cocultured overnight with 
antigen-specific CD8+ T cells, generated as previously described2. For 4oC control, cells were 
loaded and washed all on ice. In the assays with chemical inhibitors, cells were pretreated for 1 h 
with indicated concentrations of inhibitors before adding PapMV M1/gp100 or peptide M1/gp100 
without removing the inhibitor for the 6-hour loading. For starvation induction, APCs were first 
incubated for 3 hours with PapMV or peptide in Hank’s balanced salt solution 1x (HBSS; cat 
#20-021-CV, Wisent) and afterwards for an additional 3 hours in complete medium, again with 
PapMV or peptide.   
 
Flow cytometry EBV-B cells were pretreated with the indicated concentration of the inhibitor 
for 1 hour. PapMV labeled with Alexa647 fluorochrome, according to the manufacturer’s 
protocol (cat #A20186; Life technologies) was added and cells were incubated for 3 hours. Cells 
were washed and fluorescence was detected with a LSR Fortessa flow cytometer. 
 
Immunoblotting EBV-B cells were treated for 3 hours with PapMV nanoparticles or rapamycin, 
with or without 5 mM 3-MA pre-treatment. Cells were washed in PBS. Proteins were prepared in 
the presence of HALT proteinase/phosphatase inhibitors (cat #78440; Thermofisher) from the 
above-mentioned pelleted cells, quantified by Bio-Rad protein assay (cat #500-0006), resolved on 
15% acrylamide SDS-PAGE, and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (cat 
#162-0177; Bio-Rad). The membranes were incubated with rabbit anti-human LC3B antibody 
(Ab; 1:3,000) (cat #NB100-2220; Novus Biologicals), rabbit anti-ATG5-specific Ab (cat# 2630S; 
Cell Signaling) or mouse anti-human β-actin-specific Ab (1:10,000) (cat #MAB1501; Millipore). 
Membranes were revealed with horseradish peroxidase (HRP)-linked anti-rabbit (cat #AP107P) 
(1:5,000) or anti-mouse (cat #AP124P) (1:40,000 for β-actin) Abs (Chemicon) followed by ECL 
prime detection (cat #RPN2232; Amersham) on film. Densitometry was calculated with ImageJ 
software and indicated as the ratio between the densities of LC3-II band on LC3-I band or the 
ratio of ATG5 over β-actin band.  
 
Confocal microscopy EBV-B cells were transfected with LC3-eGFP plasmid, kind gift of John 
Brumell; University of Toronto, using a microporator (model #MP-100; Digital Bio) with 100 µl 
Neon kit (cat #MPK10025; Life technologies). One day later, GFP+ cells were sorted using a BD 
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Biosciences FACS Aria. Sorted cells were incubated with PapMV-Alexa647 (10 µg/ml) or 
rapamycin (0.1 µM) for 3 hours. Cells were cytospun using a Cytofuge 2 (model #M801-22; 
StatSpin) on slides and coverslips were mounted with Prolong gold anti-fade with DAPI 
(cat #P36941; Life Technologies). Pictures were taken on an Olympus FV100 confocal 
microscope and analyzed with ImageJ software for LC3-GFP+ vesicle count and surface 








Figure 16 (Hanafi et al. unpublished Figure 1) PapMV VLP MHC class I cross-presentation 
requires active processing which is independent on TAP 
A EBV-B or B T2 cells were loaded with PapMV M1 or M1 peptide for 6 hours at 4oC or 37oC. 
Cells were then washed and cocultured with M1-specific CD8+ T lymphocytes for 16-18 hours at 
1:1 ratio. Supernatants were harvested and IFN-γ quantified by ELISA to evaluate MHC class I 
antigen cross-presentation. Results are represented in mean +/- SEM (standard error of the mean) 
% of IFN-γ secretion at 37oC from more than 3 experiments. * p<0.01 Significantly lower than 
























































Figure 17 (Hanafi et al. unpublished Figure 2) Inhibition of cathepsin S and endocytic 
acidification abrogated MHC class I cross-presentation mediated by PapMV VLP 
EBV-B cells were pretreated for 1 hour with A-C chloroquine or B-D a cathepsin S specific 
inhibitor at the indicated concentrations. A-B 25 µg/ml PapMV gp100 or 1 µM peptide gp100 
was added to pretreated cells without washing and cells were incubated for 6 hours at 37oC. Cells 
were then washed and cocultured with gp100-specific CD8+ T lymphocytes for 16-18 hours at 
1:1 ratio. Supernatants were harvested and IFN-γ quantified by ELISA to evaluate MHC class I 
antigen cross-presentation. Results are represented in mean +/- SEM % of IFN-γ secretion of 
untreated cells from more than 5 experiments. * p<0.01 Significantly lower than peptide control 
at corresponding inhibitor concentration. C-D 10 µg/ml PapMV labeled with Alexa Fluor 647 
was added for 3 hours and internalization was assessed by flow cytometry. Histograms represent 
PapMV internalization and indicated numbers in the graph are the mean fluorescence intensity 
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Figure 18 (Hanafi et al. unpublished Figure 3) Autophagy is induced in APC following 
PapMV VLP incubation  
A-B EBV-B cells were treated 3 hours with PapMV (indicated concentration in µg/ml) or 
rapamycine 0.1 µM with or without 1-hour pre-treatment with 5 mM 3-MA. Cells were 
harvested, protein extracted and loaded on 15% SDS-PAGE acrylamide gel and LC3 was 
revealed by immunoblotting. B Ratio of densitometry of LC3II band over LC3I. C-E EBV-B 
cells were transfected with LC3-GFP plasmid and GFP+ cells were sorted and incubated for 3 
hours with PapMV Alexa 647. C Pictures of one representative cell per condition (untreated, 
PapMV or rapamycin) Blue: DAPI, Green: LC3-GFP and Red: PapMV A647. D-E 
Quantification of the number of LC3+ vesicles per cell (D) and the relative surface of LC3+ 
vesicles over total cell surface (E). Data are from a compilation of over 30 cells per condition and 
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Figure 19 (Hanafi et al. unpublished Figure 4) MHC class I cross-presentation mediated by 
PapMV VLP is dependent on autophagy induction and is enhanced by starvation-induced 
autophagy 
A-B EBV-B cells were pretreated for 1 hour with 3-MA at the indicated concentrations and A 
10 µg/ml PapMV labeled with Alexa Fluor 647 was added for 3 hours before internalization was 
assessed by flow cytometry. Histograms represent PapMV internalization and indicated numbers 
in the graph is the MFI. Representative of 3 independent experiments. C EBV-B cells were 
starved for 3 hours in HBSS. Cells were harvested; protein extracted and loaded on 15% SDS-
PAGE acrylamide gel. LC3 was revealed by immunoblotting. Histograms represent the ratio of 
densitometry of LC3II band over LC3I. D EBV-Bs were loaded for 3 hours in HBSS, washed and 
incubated in complete medium for the last 3 hours of loading B-D 50 µg/ml PapMV gp100 or 1 
µM peptide gp100 was added to pretreated cells without washing and cells were incubated for 6 
hours at 37oC. They were then washed and cocultured with gp100-specific CD8+ T lymphocytes 
for 16-18 hours at 1:1 ratio. Supernatants were harvested and IFN-γ quantified by ELISA to 
evaluate MHC class I antigen cross-presentation. Results represented in mean +/- SEM % of 
IFN-γ secretion of untreated cells from more than 5 experiments. * p<0.01 Significantly lower 
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Figure 20 (Hanafi et al. unpublished Figure 5) Inhibition of ATG5 reduced PapMV VLP 
mediated MHC class I antigen cross-presentation 
 
EBV-B cells were transduced with lentivirus expressing mAmetrine and shRNA against ATG5 
(clone 2.2 and 2.4) and scramble shRNA (shSCR). After expansion of transduced cells, 
mAmetrine+ cells were sorted by flow cytometry. A ATG5 downregulation was evaluated by 
immunoblot. Cells were harvested, protein extracted and loaded on 10% SDS-PAGE acrylamide 
gel. ATG5 and β-actin were revealed by immunoblotting. Numbers represent densitometry of 
ATG5/β-actin relative to untransduced cells (UT). B Alexa Fluor 647-labelled PapMV at 
10 µg/ml was added for 3 hours and internalization was assessed by flow cytometry. Histograms 
represent PapMV internalization. Representative of 3 independent experiments. C PapMV gp100 
(50 µg/ml) or 1 µM peptide gp100 was added to pretreated cells without washing and cells were 
incubated for 6 hours at 37oC. They were then washed and cocultured with gp100-specific CD8+ 
T lymphocytes for 16-18 hours at 1:1 ratio. The supernatants were harvested and IFN-γ 
quantified by ELISA to evaluate MHC class I antigen cross-presentation. Results represented in 
mean +/- SEM % of IFN-γ secretion compared to untreated cells from 3 experiments. * p<0.05 
Significantly lower than shSCR control. 
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Figure 21 (Hanafi et al. unpublished Figure S1) Rapamycin treatment reduced MHC class I 
surface expression and alter antigen presentation in EBV-B cells 
A-C EBV-B cells were pretreated for 1 hour with rapamycin at indicated concentrations and A 
10 µg/ml PapMV labeled with Alexa Fluor 647 was added for 3 hours and internalization was 
assessed by flow cytometry. Histograms represent PapMV internalization and indicated numbers 
in the graph is the MFI. Representative of 3 independent experiments. B EBV-B were loaded 
with 50 µg/ml PapMV gp100 or 1 µM peptide gp100 was added to pretreated cells without 
washing and cells were incubated for 6 hours at 37oC. They were then washed and cocultured 
with gp100-specific CD8+ T lymphocytes for 16-18 hours at 1:1 ratio. Supernatants were 
harvested and IFN-γ quantified by ELISA to evaluate MHC class I antigen cross-presentation. 
Results represented in % of IFN-γ secretion of untreated cells from more than 5 experiments. C 
After rapamycin pre-treatment EBV-B cells were labeled with anti-HLA-ABC antibody. Surface 
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Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is found in multiple malignancies and exerts 
immunosuppressive effects that are central in protecting tumors from host T lymphocyte 
rejection. IDO is an enzyme involved in the catabolism of tryptophan resulting in inhibition of T 
lymphocyte function. While inhibition of IDO enzymatic activity results in tumor rejection, it is 
still unknown how we can directly target IDO expression within tumors using drugs. We have 
chosen to interfere with IDO expression by targeting the key-signaling event signal transducer 
and activator of transcription 1 (STAT1). We evaluated the efficacy of fludarabine, previously 
described to inhibit STAT1 phosphorylation. Interestingly, fludarabine was efficient in 
suppressing protein expression and consequently IDO activity in two different cell lines derived 
from breast cancer and melanoma when IDO was activated with interferon-gamma (IFN-γ) or 
supernatants prepared from activated T lymphocytes. However, fludarabine had no inhibitory 
effect on STAT1 phosphorylation. Other IFN-γ-responsive genes were only marginally inhibited 
by fludarabine. The level of IDO transcript was unaffected by this inhibitor, suggesting the 
involvement of post-transcriptional control. Strikingly, we have found that the inhibition of 
proteasome partially protected IDO from fludarabine-induced degradation, indicating that 
fludarabine induces IDO degradation through a proteasome-dependent pathway. Currently used 
in the clinic to treat some malignancies, fludarabine has the potential for use in the treatment of 
human tumors through induction of IDO degradation and consequently, for the promotion of T 
cell-mediated anti-tumor response. 
 








Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is an enzyme involved in the catabolism of 
tryptophan affecting several immunoregulatory functions such as fetal protection [1], allograft 
tolerance and cancer progression [2]. IDO’s immunosuppressive activity is due to decreased 
tryptophan availability and the generation of tryptophan metabolites, culminating in multi-
pronged negative effects on T lymphocytes in proximity to IDO-expressing cells, such as 
inhibition of proliferation, effector functions and cell survival. IDO, which was developed as a 
key negative controller of anti-tumor T lymphocytes [3], is upregulated in response to activated T 
lymphocytes [4], and promotes the development of FoxP3+ regulatory T lymphocytes [5]. 
Consequently, inhibitors of IDO enzymatic activity have great therapeutic potential and some are 
currently being evaluated in clinical trials. The classic IDO inhibitor is 1-methyltryptophan (1-
MT) [6]. However, it has been shown that the 1-D-MT isomer upregulates IDO1 in human cancer 
cells in vitro [7], and this upregulation can circumvent the enzymatic inhibitory effect of 1-MT. 
In addition, cancer cells may evolve to become resistant to this competitive inhibitor. Therefore, a 
more effective inhibitor is currently being tested in the clinic [8]. These approaches all target IDO 
activity directly, and there are only a few investigations aimed to target IDO expression pathways 
and stability. 
 
IDO is usually expressed in antigen presenting cells such as dendritic cells and serves as a 
counter-regulatory mechanism to modulate immune responses [9]. Interferon-gamma (IFN-γ) has 
been identified as one of the main IDO inducers in multiple cell types [10]. We thus speculated 
that the IFN-γ signaling pathway leading to IDO expression could be targeted for altering IDO 
expression in the cancer microenvironment. Accordingly, different natural compounds can 
modulate IDO expression. For example, curcumin [11], green tea [12], resveratrol [13] and 
rosemary [14] can downregulate IDO by inhibiting the JAK-STAT kinase pathway. This pathway 
is thus an important target for modulation of IDO expression. In this report, we study fludarabine, 
a compound used for the treatment of some hematological malignancies such as chronic 
lymphocytic leukemia (CLL) [15]. Fludarabine has been shown to downregulate signal 
transducer and activator of transcription 1 (STAT1) activation [16]. In our study, we confirm 
fludarabine’s effect on IDO protein levels and its activity in tumor cell lines. Interestingly, 
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although fludarabine reportedly inhibits STAT1 phosphorylation in normal and cancer cells 
[17,18], the signaling cascade leading to IDO expression remained unaltered in our system. We 
further established that fludarabine-mediated IDO downregulation occurs through a proteasome-






Material and Methods 
Ethics statement – This entire study including methods, obtaining of patient cell lines, blood and 
the written informed consent procedure was approved by the Ethics Committee of the Centre 
hospitalier de l’Université de Montréal (CHUM). Written informed consent was obtained from 
each healthy donor and patient prior to the collection of tumor specimens and blood samples. The 
patients and healthy donors have consent for their data to be use in research purposes. The 
consents and all other data were kept in confidentiality anonymously numbered. 
 
Normal donors, patients and cell lines – 624.38mel cells were obtained from the NIH Surgery 
branch. 624.38mel is a clone selected from melanoma cell line 624 for its high expression of 
HLA-A2 molecules on its cell surface [19]. The written consent from the patient was obtained at 
the time of the establishment of the 624 cell line at the NIH Surgery branch. MDA-231 cell line 
was obtained from the ATCC. Both cell lines were cultured in RPMI 1640 supplemented with 
10 % fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and 
10 µg/ml gentamicin (all from Wisent). Heparinized blood, obtained from healthy donors by 
leukapheresis, was centrifuged on lymphocyte separation medium (Wisent) to isolate peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC). Healthy donors were recruited by the Division of Hematology 
and Immunodeficiency Service of Royal Victoria Hospital (Dr Jean-Pierre Routy). Clinical 
samples were obtained from the Banque de tissus et de données of the Réseau de recherche sur le 
cancer of the FRQ-S, affiliated with the Canadian Tumour Repository Network (CTRNet). 
Freshly resected breast tumor samples were briefly stored in Iscove’s modified Dulbecco’s 
medium (Life technologies) prior to culture of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) as previously 
described [4].  
 
Reagents – L-tryptophan, 1-methyl D,L-tryptophan (1-MT) and kynurenine (all from Sigma-
Aldrich) were prepared in distilled water. IFN-γ and interleukin (IL)-13 (Peprotech) were 
resuspended in Iscove’s Modified Dulbecco’s medium. Bortezomib (Selleck Chemicals), 
cycloheximide (Calbiochem) and fludarabine (TOCRIS Biosciences) were prepared in 
dimethylsulfoxide (DMSO). 6-thioguanine, azathioprine and 5-fluorouracil (all from Sigma) were 




Induction of IDO in cancer cell lines – Cancer cell lines were activated with 50 U/ml of IFN-γ, 
anti-CD3- or IgG2a-activated TIL or PBMC supernatants, as described previously [4]. Cells were 
harvested 30-60 min after activation for phospho-STAT1 and -STAT6 quantification, and after 
24 h for IDO reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), or IDO, STAT1, 
STAT6 and β-actin immunoblotting. 
 
RNA interference – STAT1 was silenced in MDA-231 cells by using small interfering RNA 
(siRNA) at 5 µM (STAT1-RNAi sense 5’-(P)CUACGAACAUGACCCUAUCUU-3’, anti-sense 
5’-(P)GAUAGGGU CAUGUUCGUAGUU-3’, Dharmacon, Thermofisher Scientific) transfected 
with Dharmafect2 reagent according to the manufacturer’s instructions. siGenome non-targeting 
RNApool2 (Dharmacon) served as controls at the same concentration. Proteins were extracted 
after 48 h and analyzed by immunoblotting. 
  
Assessment of IDO stability – MDA-231 cells were plated at 2 × 105 cells/well in 12-well plate. 
Cells were then incubated for 24 h with 100 µM fludarabine or with DMSO as control 
(fludarabine pre-treatment). The cells were washed and incubated with indicated concentration of 
bortezomib or DMSO as control for 1 h. IDO was induced with 50 U/ml of IFN-γ. Approximately 
24 h after activation, proteins were extracted and IDO revealed by immunoblot. To specifically 
assess IDO half-life, MDA-231 cells were plated at 2 × 105 cells/well in 12-well plates and 
activated for 24 h with 50 U/ml IFN-γ. Cells were washed and treated with 100 µM of 
cycloheximide with or without 100 µM fludarabine. IDO protein stability was assessed between 0 
and 24 h of incubation by immunoblot analysis.  
 
Proteasomal activity assay – MDA-231 were treated with various concentrations of fludarabine 
(10-200 µM) for 24 h with or without 50 U/ml of IFN-γ. Cells were harvested and plated at 2.5 × 
104 cells/well in white-bottom 96-well plates. Bortezomib was added at 50 nM as negative 
control for 1 h. Proteasome-Glo chymotrypsin-like cell-based assay reagent was added according 
to manufacturer instructions (Promega). Luminescence was quantified with the Synergy 4 




RT-PCR – RNA from cancer cell lines was extracted by RNeasy™ micro kit (Qiagen), according 
to the manufacturer’s instructions. For quantitative RT-PCR analysis, cDNA was synthesized 
from mRNA with oligo-dT and random hexamers (both from Applied Biosystems), using the 
Omniscript reverse transcriptase kit (Qiagen). RT-PCR was performed as previously described 
[4].  
 
Immunoblotting – Proteins were prepared in the presence of HALT proteinase/phosphatase 
inhibitors (Thermofisher) from the above-mentioned pelleted cells, quantified, resolved on 10 % 
SDS-PAGE, and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad). The 
membranes were incubated with anti-human IDO antibody (Ab) (Hycult Biotechnology) or anti-
human β-actin-specific mouse monoclonal Ab (Chemicon) [4]. For total STAT1, and Y701 or 
S727 phosphorylated forms, proteins were resolved on 7.5 % SDS-PAGE, incubated overnight at 
4°C with rabbit polyclonal Ab (anti-STAT1, anti-Y701 and anti-S727 phospho-STAT1, all from 
Cell Signaling). IDO antibody specificity was confirmed using a plasmid encoding IDO which 
was transfected into MDA-231 cells using lipofectamine and plus reagent following 
manufacturer’s instructions (Life technologies; Figure S1).  
 
IDO activity assay – IDO activity was evaluated as previously described [20]. Briefly, MDA-231 
and 624.38mel were plated at 5 × 104 cells/well in 48-well plates, treated for 24 h with 100 µM 
fludarabine or with DMSO as control, washed and stimulated with 50 U/ml IFN-γ. 
Approximately 24 h after activation, the cells were washed and re-suspended in Hank’s balanced 
salt solution (HBSS; Wisent) containing 100 µM L-tryptophan and/or 500 µM 1-MT. Cells were 
then incubated for an additional 4 h, before harvesting of the supernatant and removal of cell 
debris by centrifugation. Tryptophan and kynurenine were quantified by high-performance liquid 
chromatography (HPLC) [20]. IDO activity was presented as micromolar concentration of 
kynurenine converted from tryptophan in samples. 
 
Flow cytometry – Non-specific binding sites were blocked with human gamma globulin (Jackson 
ImmunoResearch). Dead cells were eliminated from the analysis by staining with Live/Dead® 
Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Life technologies). Cells were stained for 30 min at 4 °C with 
the following fluorescent dye-conjugated monoclonal Ab – human leukocyte antigen (HLA)-A, -
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B, -C allophycocyanin (APC), and programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1), phycoerythrin-
Cy7 (PE-Cy7) (both from BD Biosciences) – and washed in staining buffer (PBS containing 
0.5 % BSA and 0.1 % NaN3). Flow cytometry data were acquired by LSR Fortessa cell analyzer 
with DIVA software (BD Biosciences). Mean fluorescence intensity (MFI) was calculated on 






STAT1 is involved in IDO expression – We evaluated whether the classical signaling 
pathways of IFN-γ (STAT1) and IL-13 (STAT6) were activated in tumor cells following culture 
in activated lymphocyte-conditioned medium. As shown in Figure S2, MDA-231 breast tumor 
cells exposed to IFN-γ or IL-13 induced phosphorylation of STAT1 and STAT6, respectively. 
However, only STAT1 was phosphorylated upon stimulation with activated T lymphocytes. To 
further mechanistically confirm the link between STAT1 and IDO expression, we silenced 
STAT1 in the MDA-231 cancer cell line by siRNA (Figure 1). In the absence of STAT1, IDO 
upregulation was abrogated after IFN-γ treatment or exposure to supernatants prepared from 
activated TIL. This was specific to STAT1 shutdown as IDO was normally upregulated under the 
same conditions with control (scrambled) siRNA. Therefore, our results confirm that inhibition of 
IDO expression can be obtained through abrogation of STAT1 engagement.  
 
Fludarabine decreases IDO expression through a STAT1-independent process – 
Fludarabine was previously found to inhibit STAT1 phosphorylation in stimulated PBMC 
(Figure 2A) [16] and in smooth muscle cells [17,21] as well as in renal cell carcinoma [18]. 
Interestingly, when we pre-treated the MDA-231 breast cancer cell line with a similar amount of 
fludarabine, IDO upregulation by IFN-γ was reduced (Figure 2B). Furthermore, fludarabine also 
inhibited IDO expression in a breast cancer cell line exposed to supernatants prepared with anti-
CD3-activated TIL from two different breast cancer samples (Figure 2B) and in a melanoma cell 
line treated with supernatants prepared from anti-CD3-activated T lymphocytes (Figure 2C).  
 
We evaluated whether IDO inhibition by fludarabine occurred at the stage of STAT1 
phosphorylation. Unexpectedly, fludarabine treatment had no consistent effect on STAT1 protein 
expression level and phosphorylation (Figure 2). When we pre-treated MDA-231 (Figure 2B) and 
624.38mel (Figure 2C) with fludarabine, we consistently observed the loss of IDO upregulation 
in response to IFN-γ or activated T lymphocyte supernatants. However, fludarabine had no 
negative effect on STAT1 phosphorylation at either Y701 or S727 sites (Figure 2B-C). In fact, 
we observed an upregulation of S727 phosphorylation in MDA-231 by fludarabine treatment in 
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presence or absence of IFN-γ stimulation (Figure 2B).  
 
Fludarabine inhibits IDO activity independently of mRNA levels – We then investigated 
whether fludarabine impacts IDO at the transcriptional level. As depicted in Figure 3A, IDO 
mRNA was clearly upregulated by IFN-γ as expected, but fludarabine had no inhibitory effect, 
demonstrating that it does not affect IDO at the transcriptional level or during upstream IDO 
signaling events. This further suggests that fludarabine affects IDO at the protein level.  
 
We next evaluated whether this decrease in IDO protein levels correlates with decreased 
IDO enzymatic activity. MDA-231 and 624.38mel were again pre-treated with fludarabine, and 
then exposed to IFN-γ. IDO activity was assessed by evaluating the production of kynurenine, a 
metabolite of tryptophan degradation by IDO. As shown in Figure 3B, fludarabine had a strong 
inhibitory effect on kynurenine production. Our positive control, 1-MT, a classical inhibitor of 
IDO enzymatic activity [6], also has a negative effect on kynurenine production (Figure 3B).  
 
In summary, fludarabine had a clear limiting effect on IDO upregulation and activity in 
response to stimulated T lymphocytes and IFN-γ, but not one acting via the STAT1 signaling 
pathways (expression or phosphorylation) or at the level of IDO transcription.  
 
Expression levels of other IFN-γ-responsive genes are not affected by fludarabine – We 
next investigated whether fludarabine affects the expression of other IFN-γ-responsive genes, 
such as the MHC I and PD-L1 genes [22]. Surprisingly, fludarabine had no negative effect on 
PD-L1 expression in MDA-231 and 624.38mel cells (Figure 4A). Furthermore, MHC I 
expression, as evaluated using a pan-specific antibody, was not negatively impacted by 
fludarabine in MDA-231 (Figure 4B), despite increases being observed in 624.38mel. 
 
The downregulation of IDO  by fludarabine is higher compared to other nucleoside 
analogs – We next evaluated whether other nucleoside analogs had similar effects on IDO. As 
presented in Figure 5, 6-thioguanine [23], azathioprine [24] and 5-fluorouracil [25] were tested at 
three different documented concentrations, though none of these showed an inhibitory effect on 
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IDO protein levels that was comparable to that by fludarabine. However, a significant 
downregulation of IDO protein expression was noted with azathioprine (Figure 5B). 
 
Fludarabine leads to IDO degradation through a proteasome-dependent pathway – We 
first determined if fludarabine inhibitory effect on IDO protein expression could be obtained after 
induction with IFN-γ. We upregulated IDO with IFN-γ for 24 hours and then treated with 
fludarabine. Similarly to our pre-treatment experiments, we observe a decrease in IDO starting at 
15 hours of post-treatment with fludarabine (Figure 6A). To evaluate the effects of fludarabine on 
IDO stability we performed experiments by treating MDA-231 with a proteasome inhibitor 
(bortezomib [26,27]). Cells were pre-treated with fludarabine or DMSO as a control. They were 
then stimulated with IFN-γ in presence or absence of bortezomib, and IDO protein levels were 
analyzed by immunoblotting. As illustrated in Figure 6B, bortezomib restored IDO protein in a 
dose-dependent manner in fludarabine pre-treated cells. Also, bortezomib appeared to enhance 
IDO induction by IFN-γ in the absence of fludarabine, indicating that a proteasome-dependent 
degradation process finely regulates IDO stability. This degradation is increased in the presence 
of fludarabine [28]. We investigated whether fludarabine directly impacted proteasome activity. 
For this, we performed a chemiluminescence-based assay of proteasome activity, and detected an 
upregulated proteasomal activity in MDA-231 cells pre-treated with various fludarabine 
concentrations with or without IFN-γ (Figure 6C). This upregulation was measured at all 
concentrations in absence of IFN-γ. In addition, we observed a fludarabine-dependent 
upregulation of proteasome activity with the IFN-γ treatment as compared to untreated cells, and 
further upregulation using fludarabine at 100 µM in presence of IFN-γ. Finally, we performed an 
IDO protein stability assay to assess the accelerated degradation rate in presence of fludarabine. 
In Figure 6D-E, we observed that IDO protein became undetectable by immunoblotting at 15 h 
when using cycloheximide to block translation. In presence of fludarabine, this threshold was 
reached after only 9 h. We therefore conclude that fludarabine reduces IDO stability by 







In this study, we aimed to inhibit IDO expression induced by IFN-γ by targeting STAT1 
signaling in cancer cell lines. We first confirmed that IDO expression in our cancer cell line 
model was dependent on STAT1 signaling following exposure to IFN-γ or CD3-activated T 
lymphocyte supernatant. The use of fludarabine, a known inhibitor of STAT1 phosphorylation, 
strikingly reduced IDO protein levels. However, this inhibition was STAT1-independent. We 
also demonstrated that the inhibition was indeed at the protein level, because IDO mRNA was 
not affected by fludarabine. Finally, we established that IDO was sensitive to proteasomal 
degradation and that fludarabine enhanced such degradation leading to reduced protein levels.  
 
First, we demonstrated the importance of STAT1 in IFN-γ signaling upstream of IDO 
expression in tumor cell lines. We have previously demonstrated that IDO expression in tumor 
cell lines is under the control of cytokines produced by activated T lymphocytes and that IL-13 
has the capacity to repress IFN-γ-dependent induction of IDO [4]. It is thus clear that STAT1 is 
phosphorylated in tumors in response to IFN-γ but also when exposed to activated T 
lymphocytes. We concluded that the STAT1 is the dominating pathway in cancer cell lines 
following their interaction with activated T lymphocytes. 
 
Furthermore, although IDO expression depends on IFN-γ in multiple cell types, this is the 
first demonstration of STAT1 signaling involvement in a tumor cell line. Interestingly, STAT1 
phosphorylation has been previously reported to be essential for IDO expression in CD19+ 
splenic dendritic cells in mice, but not following IFN-γ stimulation [29]. Still, we wanted to 
inhibit STAT1 phosphorylation and impair signaling leading to IDO expression with a chemical 
compound suitable for clinical application. To specifically target the STAT1 pathway, we chose 
fludarabine, a purine analog used as a chemotherapeutic agent in CLL [30] and hematopoietic 
tumors. It is also used as part of the cocktail in combination with cyclophosphamide as a non-
myeloablative lymphodepletive regimen prior to the efficient treatment of melanoma patients by 
adoptive TIL transfer [31,32]. Fludarabine was initially used in this study for its inhibitory effect 
on STAT1 phosphorylation in other cell types [16-18]. However, the results showed that IDO is 
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downregulated in a STAT1-independent manner, which contradicts previous reports in a human 
lens epithelial cell line where fludarabine suppressed STAT1 phosphorylation [33]. Interestingly, 
another group has already reported that STAT1 expression was not affected by fludarabine in 
PBMC from CLL patients [34]. This confirmed that certain neoplastic cells respond differently to 
fludarabine treatment. In this study, we demonstrated a reproducible post-transcriptional 
inhibition of IDO with fludarabine in MDA-231 and 624.38mel cells, and also in the kidney 
cancer cell line, KTCL (Figure S3).  
 
Finally, the mechanism of IDO inhibition by fludarabine may be due to an enhanced 
proteasomal activity. Control of IDO levels has previously been observed in the context of 
SOCS3 signaling leading to proteasomal degradation [28,35]. Also, sodium butyrate has been 
described to inhibit STAT1 signaling and to upregulate IDO ubiquitination in human 
nasopharyngeal cancer cell lines [36]. While the main strategy currently envisioned to tackle IDO 
clinically is by inhibiting its enzymatic activity [37], our study demonstrates that IDO is sensitive 
to proteasomal degradation, which can be enhanced with fludarabine. Enhancing IDO 
degradation is an interesting alternative and a complementary approach to the enzymatic 
inhibition of IDO. Our study has established that inhibition of IDO is induced by IFN-γ 
stimulation. It will be interesting to define the impact of fludarabine on cancer cells constitutively 
expressing IDO, since the inhibition we report herein is a post-transcriptional one. Imatinib was 
used to repress constitutively expressed IDO in GIST [38], and fludarabine may be also useful in 
this context. Furthermore, as IDO also displays regulatory signaling capacity independent of its 
enzymatic activity [39,40], targeting IDO at the protein level not only reduces its enzymatic 
activity, but also prevents the long-term immune-suppressive impact of IDO-driven TGF-β 
signaling. 
 
In conclusion, considering that fludarabine impairs T cell dependent IDO upregulation, its 
use in pre-treatment of patients prior to immunotherapies involving a T cell response can 
potentially prevent IDO upregulation, thereby curtailing this immuno-suppressive mechanism. 
Our data suggest that fludarabine used in the context of non-myeloablative lymphodepletive 
regimens in multiple immune-therapeutic protocols [41,42] may involve a blockage of IDO 
activity through proteasomal degradation. The combination of fludarabine with other IDO 
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inhibitors, and with other immune-checkpoint modulators may dramatically decrease immune-
suppression in immunotherapies. Such a complete IDO shutdown may be critical in controlling 
anti-tumor immunity, especially in considering the recent impact of immune-checkpoint 






Figure 22 (Hanafi et al. PlosOne Figure 1) STAT1 is involved in IDO expression in response to 
T lymphocyte-derived factors.  
MDA-231 were transfected with siRNA against STAT1 or scrambled siRNA before activation 
with IFN-γ or supernatants of cultured TIL for 30 minutes (pSTAT1) or 24 h. Protein extracts 
were prepared for STAT1 (phosphorylated and total), IDO and β-actin immunoblot analysis. 





Figure 23 (Hanafi et al. PlosOne Figure 2) Fludarabine inhibits IDO protein independently of 
STAT1 phosphorylation on Y710 and S727.  
A- PBMC were pre-treated with the indicated concentrations of fludarabine or DMSO (vehicle) 
for 24 h. Cells were washed and activated for 30 min (pSTAT1) or 24 h (total STAT1 and β-
actin) with 50 U/ml of IFN-γ. B- MDA-231 were pre-treated with 100 µM fludarabine before 
activation with 50 U/ml of IFN-γ, anti-CD3 (OKT3) or IgG2a-activated TIL supernatants (Sup.). 
C- 624.38mel were pre-treated with 50 µM fludarabine, and cultured with anti-CD3 (OKT3) or 
IgG2a-activated CD4+ T lymphocyte supernatants. B-C Cells were harvested after 30 min 
(pSTAT1, STAT1 and β-actin) or 24 h (IDO and β-actin). A-C Proteins were extracted for 




Figure 24 (Hanafi et al. PlosOne Figure 3) Fludarabine inhibits IDO activity independently of 
the mRNA level.  
A- MDA-231 and 624.38 pre-treated with 100 µM of fludarabine or DMSO prior to IFN-γ 
activation with 50 U/ml for 24 h. RNA was extracted from activated cells. cDNA was prepared 
and IDO expression was evaluated by quantitative real-time RT-PCR and normalized to 18S 
rRNA. Error bars represent standard deviation. Results are representative of three independent 
experiments B- MDA-231 and 624.38 were pre-treated with 100 µM of fludarabine or DMSO 
prior to IFN-γ activation with 50 U/ml for 24 h. Cells were resuspended in HBSS with tryptophan 
with or without 1-MT and incubated for 4 h. Kynurenine was quantified by HPLC. Errors bars 
represent standard deviation of triplicates of one experiment. * p<0.05 t-test compared to IFN-γ 






Figure 25 (Hanafi et al. PlosOne Figure 4) MHC I and PD-L1 expression levels remain 
unchanged following fludarabine treatment.  
MDA-231 and 624.38mel were pre-treated with the indicated concentrations of fludarabine or 
DMSO prior to IFN-γ activation with 50 U/ml for 24 h. Cells were harvested for flow cytometry 
analysis. MFI was assessed on viable populations for A- PD-L1 and B- HLA-ABC. Error bars 





Figure 26 (Hanafi et al. PlosOne Figure 5) Downregulation of IDO by nucleoside analogs.  
A- MDA-231 were pre-treated with various nucleoside analogs at indicated concentrations or 
with vehicle of each inhibitor for 24 h. Cells were washed and 50 U/ml of IFN-γ were added. 
Proteins were extracted after 24 h for immunoblot analysis. B- Compilation of densitometry 
analysis of three different immunoblots as described in A.  * significantly lower expression of 






Figure 27 (Hanafi et al. PlosOne Figure 6) Fludarabine inhibits IDO via a proteasome-
mediated degradation pathway.  
A- MDA-231 cells were first activated with IFN-γ (50 U/ml) to induce IDO expression for 24 h. 
Cells were then washed and treated with 100 µM of fludarabine for 3-24 h. Proteins were 
extracted for Immunoblot analysis. Immunoblots are representative of three independent 
experiments B- To evaluate the role of the proteasome, MDA-231 cells were pre-treated with 
100 µM of fludarabine for 24 h. Cells were washed and treated with indicated concentrations of 
bortezomib before IFN-γ (50 U/ml) activation. Proteins were extracted after 24 h for immunoblot 
analysis. D: DMSO control (bortezomib vehicle). Bortezomib concentrations are expressed in 
nM. Immunoblots are representative of four independent experiments C- Cells were pretreated 
with indicated concentration of fludarabine with or without 50 U/ml of IFN-γ and proteasomal 
activity was assessed using Proteasome-Glo kit. Results are represented as % of activity of 
untreated cells. Results combine data from 6 independent experiments and 3 independent 
experiments with IFN-γ. Black * p<0.01 t-test compared to untreated; grey * p<0.01 t-test 
compared to untreated with IFN-γ. D-E 50 U/ml of IFN-γ were used to activate the cells to 
express IDO. 24 h later, cells were washed and incubated with 100 µM of cycloheximide with or 
without 100 µM fludarabine. IDO protein stability was assessed at indicated time by immunoblot. 
Results are representative of three independent experiments. E- Densitometry of IDO/actin by 
immunoblot in D.  
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Figure 28 (Hanafi et al. PlosOne Figure S1) IDO antibody specificity assessement.  
MDA‑231 were transfected with plasmids encoding GFP, or IDO or irrelevant control protein. As 
a control, MDA-231 were untransfected and untreated (UT) or stimulated with IFN-γ for 24h. 















Supplementary Figure 1 





Figure legend  
MDA231 were transfected with plasmids encoding GFP, or IDO or 
irrelevant control protein. As a control, MDA-231 were 
untransfected and untreated (UT) or stimulated with IFN-γ for 24h. 
Cells were harvested and proteins were prepared for IDO and β-





































Figure 29 (Hanafi et al. PlosOne Figure S2) STAT1 phosphorylation induction by PBMC 
supernatants.  
MDA‑231 were treated with IFN‑γ, IL-13 or supernatants of cultured CD4+ or CD8+ T 
lymphocytes from healthy donors PBMCs for the indicated time (30 or 60 min). Cells were 
harvested and protein extracts were prepared for STAT1 (total and pY701), STAT6 (total and 






Figure 30 (Hanafi et al. PlosOne Figure S3) IDO inhibition by fludarabine is reproduced in 
kidney cancer cell line.  
A- KTCL were pre-treated with 100 µM of fludarabine or DMSO prior to IFN-γ activation with 
50 U/ml for 24 h. Cells were resuspended in HBSS with tryptophan with or without 1-MT and 
incubated for 4 h. Kynurenine was quantified by HPLC. Errors bars represent standard deviation 
of triplicates of an experiment. B- KTCL were pre-treated with the indicated concentrations of 
fludarabine or DMSO prior to IFN-γ activation with 50 U/ml for 24 h. Cells were harvested for 
flow cytometry analysis. MFI was assessed on viable populations for HLA-ABC. C- KTCL pre-
treated with 100 µM of fludarabine or DMSO prior to IFN-γ activation with 50 U/ml for 24 h. 
RNA was extracted from activated cells. cDNA was prepared and IDO expression was evaluated 
by quantitative real-time RT-PCR and normalized to 18S rRNA. Error bars represent standard 
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Discussion et perspectives 
Pour stimuler l’immunité cellulaire, plusieurs stratégies peuvent être utilisées dans le 
but de favoriser l’activation des CTL afin de permettre une réponse immunitaire antivirale ou 
anti-tumorale. La vaccination est une forme d’activation immunitaire très répandue et permet 
de se prémunir contre plusieurs maladies infectieuses. Par contre, plusieurs infections virales 
ne sont pas contrôlées par les vaccins actuels. Ces vaccins induisent majoritairement la 
production d’anticorps, c’est pourquoi nous avons concentré nos études sur une plateforme de 
vaccination permettant l’induction d’une réponse cellulaire à la suite de la présentation croisée 
de l’antigène inséré dans la VLP de PapMV. En immunothérapie du cancer, nous voulons non 
seulement stimuler la réponse cellulaire, mais il est également nécessaire de contrer les 
mécanismes d’évasion enclenchés par les cellules tumorales résultant en un environnement 
immunosuppressif. Nous avons donc étudié une stratégie permettant de réduire l’induction de 
l’expression de l’IDO, une enzyme dégradant le tryptophane et induisant la réduction de la 
réponse cellulaire.  
Dans mes travaux de doctorat, j’ai tout d’abord observé que les VLP de MaMV avaient 
les mêmes capacités de stimulation et d’activation des lymphocytes T spécifiques que les VLP 
de PapMV. Dans un deuxième temps, l’étude de la présentation croisée médiée par les VLP de 
PapMV a permis d’identifier une nouvelle voie de présentation croisée vacuolaire dépendante 
de l’induction de l’autophagie. Finalement, en voulant utiliser un inhibiteur de STAT1 pour 
inhiber l’induction de l’expression de l’IDO induite par l’IFN-γ, nous avons découvert que la 
fludarabine, contrairement à notre hypothèse de départ, avait un effet post-transcriptionnel sur 
l’expression de l’IDO et favorisait sa dégradation par le protéasome. Dans les sections 
suivantes, je reviendrai sur les résultats qui ont été présentés dans les trois chapitres précédents 
en les mettant en contexte avec la littérature pertinente. De plus, je proposerai des expériences 
pour approfondir la compréhension de la présentation antigénique par PapMV ainsi que le 
contrôle de l’expression de l’IDO par la fludarabine et son rôle potentiel en immunothérapie 
du cancer.  
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Présentation antigénique par les VLP de potexvirus 
PapMV et MaMV, similarités et différences 
RETOUR SUR LES RÉSULTATS 
Dans le Chapitre 1 de cette thèse, nous avons présenté l’étude des propriétés de 
présentation croisée d’une VLP formée d’un deuxième virus de la famille des potexvirus, 
MaMV. Nous avons observé que cette VLP, malgré sa protéine de surface ayant que très peu 
d’homologie et n’étant pas reconnu par les anticorps reconnaissant PapMV (Figure 9), avait 
les mêmes capacités d’entrée (Figures 11-12), de présentation antigénique croisée (Figure 13) 
et de stimulation de la prolifération de lymphocytes T spécifiques (Figures 13-14). Cette 
ressemblance entre les deux virus n’est pas surprenante étant donné que nous savons 
maintenant que les diverses propriétés associées à ces virus sont dépendantes de leur 
multimérisation [170] et que les deux virus forment des VLP d’apparence similaire (Figure 9 
et [172]). De plus, plusieurs propriétés immunoactivatrices de PapMV peuvent être associées à 
sa capacité agoniste du TLR7 dans les APC [185]. Nous suggérons que MaMV possède la 
même activité sur le TLR7 étant donné la présence, tout comme pour PapMV, d’ARN simple 
brin dans sa structure.  
D’autres groupes ont également démontré que des VLP formées de virus de plante 
pouvaient être utilisées comme vecteur de vaccination. Par exemple, des VLP formées du 
virus X de la patate (potato virus X) contenant un épitope du virus d’influenza sont capables 
de générer des lymphocytes T CD8+ spécifiques lorsqu’injectées dans une souris et ce sans 
l’aide d’adjuvant [276]. De plus, la fusion du peptide OVA au virus de la mosaïque de la 
tomate (TMV) est capable d’activer les cellules dendritiques permettant une protection anti-
tumorale dans un modèle de EG.7-OVA et dans un modèle de B16 OVA chez la souris [277]. 
Au contraire, l’article présenté dans le Chapitre 1 a aussi décrit des différences notables 
entre les VLP PapMV M1 et MaMV M1. Tout d’abord, à la même concentration de 25 µg/ml, 
la VLP de MaMV contenant l’épitope M1 était capable de présenter plus efficacement cet 
épitope à des lymphocytes T spécifiques (Figure 15A). Par contre, à des doses plus élevées la 
VLP de MaMV contenant l’épitope M1 induisait la mort cellulaire associée à l’activation de la 
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caspase 8 (Figure 15). Ceci nous a amené à toujours bien contrôler la mortalité dans nos essais 
avec PapMV pour s’assurer que la dose utilisée était optimale.  
 
PERSPECTIVES 
En lumière des résultats montrant l’induction de mortalité par MaMV M1, il sera 
toujours important de tester toutes les nouvelles constructions de VLP pour s’assurer qu’il n’y 
ait pas d’induction de mortalité dans les APC. La compagnie Folia Biotech, qui est 
responsable de la production et de la commercialisation des VLP de PapMV, a développé, 
avant d’entamer les essais précliniques et cliniques, un mode de production mieux contrôlé. La 
protéine de surface de PapMV est donc produite en grande quantité dans E. coli. Celle-ci est 
ensuite purifiée et la grande différence est que l’assemblage se fait maintenant avec un ARN 
simple brin synthétique produit in vitro et dont la séquence est connue [184]. Les évaluations 
précliniques avec cette nouvelle formulation n’ont montré aucun signe de toxicité dans les 
divers modèles animaux testés. La prochaine étape est de tester l’induction du SI en utilisant 
PapMV comme adjuvant. Dans la section suivante, je discuterai de l’essai clinique qui est 
présentement en cours et des suggestions de protocole pour l’avenir.   
 
Protocoles de vaccination 
La première étape d’essai clinique pour PapMV est son utilisation comme adjuvant en 
combinaison avec le vaccin trivalent contre la grippe saisonnière. Il y aura un total de 48 
patients recrutés et, en plus de tester la sécurité des VLP de PapMV, l’essai clinique permettra 
d’observer l’induction d’une réponse immunitaire anti-vaccin chez ces patients 
comparativement à ceux n’ayant pas reçu de VLP. Ce sera les premiers tests d’induction 
immunogénique chez l’humain grâce à cette VLP. 
Puisque dans mon travail de doctorat et dans des travaux précédents, nous avons 
observé que PapMV était capable d’induire une présentation antigénique croisée, nous 
pourrions utiliser cette propriété en vaccination ([171] et Chapitre 1-2). En plus des VLP avec 
l’épitope de M1 et celui de gp100, nous avons également décrit la présentation antigénique 
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efficace de VLP contenant l’épitope HLA-A2 de la protéine MART-1 (Figure 31). La 
prochaine étape pourra être d’utiliser des VLP contenant des épitopes de la protéine M1 
d’influenza ou de gp100 et MART-1, antigènes tumoraux du mélanome ou tout autre épitope 
connu. Ces VLP contenant un épitope spécifique pourront être testées in vivo chez l’humain 
pour observer l’induction d’une immunité cellulaire, autant dans un contexte d’infection virale 
que d’immunothérapie du cancer. De plus, il est intéressant de constater qu’en 
immunothérapie tumorale, plusieurs groupes ont montré que des lymphocytes T CD4+ 
spécifiques étaient capables d’induire la rejection tumorale [278-281]. Il serait donc 
intéressant de produire des VLP contenant un épitope CD4+ et tester d’abord in vitro si nous 
pouvons stimuler grâce à cette construction la prolifération de lymphocytes T CD4+ 
spécifiques. L’ajout d’un épitope CD4+ pourrait même se faire en combinaison avec un 
épitope CD8+ grâce aux différents sites d’insertion dans la protéine de surface [187,282]. Ces 
VLP bi-épitopes pourront permettre l’induction d’une réponse plus vaste et complète pour 
traiter le cancer ou pour se protéger contre des maladies infectieuses.  
 
Figure 31 Présentation 
croisée par CMH I de 
l’épitope MART-1 
Les VLP de PapMV ou le 
peptide MART-1 ont été 
chargés pendant 6 heures sur 
des EBV-B. Les APC ont été 
lavées et mises en coculture 
avec des CTL spécifiques à 
MART-1 pour la nuit. La 
reconnaissance a été 
quantifiée avec la sécrétion 




Finalement, un questionnement qui a été soulevé lors de mes études doctorales est 
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par la production d’anticorps neutralisants qui empêcheraient une deuxième injection efficace 
d’une VLP de PapMV. Cette neutralisation a été observée dans le cas de la vaccination par 
adénovirus, où l’immunité anti-adénovirale préexistante réduisait l’efficacité de vaccination 
[283]. Par contre, nous pensons que grâce aux propriétés similaires observées avec les VLP de 
MaMV et l’absence de reconnaissance croisée par les anticorps contre PapMV (Chapitre 1), il 
serait possible d’utiliser MaMV contenant le même épitope pour effectuer un rappel de 
vaccination. De plus, nous avons effectué des essais in vitro pour tester si des anticorps 
reconnaissants la VLP empêchaient la présentation croisée (Figure 32). En fait, la présence 
d’anticorps spécifiques n’inhibe aucunement la présentation croisée par PapMV, mais semble 
également augmenter légèrement la reconnaissance. Ceci pourrait s’expliquer par une 
endocytose plus efficace des VLP lorsqu’ils sont recouverts d’anticorps par opsonisation. Il est 
important de préciser que les anticorps utilisés provenaient de la souris, il donc serait essentiel 
de confirmer ces résultats avec un sérum humain reconnaissant la protéine de surface de 
PapMV. En parallèle, chez la souris, les doses de rappel de PapMV gp33 ont un effet additif et 
favorise une meilleure réponse cellulaire sans perdre de son efficacité après l’induction 







Figure 32 Essai de reconnaissance en présence d’anti-PapMV 
Les VLP de PapMV ont été incubées avec la quantité inscrite d’anticorps de souris anti-
PapMV pendant 15 minutes. Ensuite ces VLP opsonisés ont été mis en contact pendant 6h à 
25 µg/ml avec des lymphocytes B immortalisés au virus Epstein-Barr (EBV-B) (A) ou avec 
des T2 (lignée déficiente en TAP) (B). Les APC ont été lavées et mises en coculture avec des 
lymphocytes T CD8+ spécifiques pour la nuit. La reconnaissance a été quantifiée avec la 
sécrétion d’IFN-γ dans le surnageant. Les résultats sont présentés en pg/ml d’IFN-γ et la barre 
d’erreur représente l’écart-type des triplicatas d’une même expérience. Représentatif de 3 
expériences. 
Voies de présentation croisée vacuolaire 
RETOUR SUR LES RÉSULTATS 
Dans la deuxième partie de mon doctorat, j’ai eu l’occasion d’étudier plus en 
profondeur la présentation antigénique médiée par les VLP de PapMV. Grâce aux données que 
nous avions précédemment obtenues sur l’indépendance à l’activité du protéasome [172], nous 
avons concentré nos études sur les mécanismes moléculaires ayant été décrits dans la 
présentation croisée vacuolaire (Figure 6). Tout d’abord, l’utilisation de cellules déficientes en 
TAP (les T2) a permis de démontrer que la présentation de PapMV pouvait se faire en 
l’absence de ce transporteur (Figure 16). Ceci suggérait un apprêtement purement endosomale 
ne requérant pas la translocation de l’antigène dans le cytosol et le transport du peptide dans le 
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protéasome et de TAP. Spécifiquement, des DC immatures ou stimulées par le TLR9 étaient 
capables de présenter la protéine OVA indépendamment de TAP autant in vitro que in vivo 
[216,217]. De plus, la chaperonne HSP90 favorise une présentation croisée vacuolaire 
dépendante de l’acidification des endosomes et de la dégradation par la cathepsine S [218]. 
Finalement, une autre VLP contenant l’épitope p33 du LCMV permet une présentation croisée 
par CMH I indépendamment du transport par TAP [284].  
Par la suite, nous avons constaté que l’inhibition de l’acidification des lysosomes par la 
chloroquine réduisait la présentation par PapMV suggérant, encore une fois, une dégradation 
par une voie endosomale. L’inhibition spécifique de l’activité de la cathepsine S altérait 
également les capacités de présentation croisée par PapMV dans les lymphocytes B activés 
(Figure 17). La cathepsine S est principalement associée à la dégradation de la chaine 
invariante lors de la présentation antigénique par le CMH II [285]. Par contre, cette protéase a 
déjà été associée à la présentation croisée vacuolaire [211]. Les résultats présentés dans le 
Chapitre 2 ont donc permis de confirmer la voie de présentation croisée vacuolaire empruntée 
par les VLP de PapMV. Par contre, plusieurs questions restent sans réponse. Dans la 
prochaine section, je résumerai en différents points et proposerai des hypothèses pour 
répondre à ces questionnements.  
 
PERSPECTIVES 
Mode d’entrée dans les APC 
Pour être présenté de façon croisée, un antigène doit tout d’abord avoir la capacité 
d’entrer dans les APC. Nous savons que les VLP de PapMV ont la capacité d’entrer dans les 
CD40B et de se localiser au niveau des vésicules (Figure 12). De plus, le groupe d’Alain 
Lamarre a montré leur entrée in vivo dans les DC murines ainsi que l’induction de l’activation 






Les APC que nous utilisons dans le laboratoire sont les CD40B et les EBV-B. Ces 
cellules sont capables d’endocyter des antigènes par plusieurs mécanismes. Tout d’abord, il est 
connu que les lymphocytes B activés ont la capacité d’internaliser des antigènes par 
engagement de leur BCR à la suite de la reconnaissance d’un antigène [286]. Ce mode 
d’endocytose peut être exclu des hypothèses pour l’entrée de PapMV car nous n’avons pas 
utilisé des lymphocytes B qui reconnaissaient spécifiquement la protéine de surface de 
PapMV. Ensuite, les lymphocytes B ont la capacité d’effectuer de la phagocytose et de la 
macropinocytose. En voulant spécifier le mode d’entrée dans les APC, nous avons tenté 
d’utiliser des inhibiteurs pharmacologiques (Tableau 3). Par contre, malgré les tentatives 
d’optimisation, la concentration d’inhibiteur menant à une réduction de l’entrée de PapMV 
induisait également de la mortalité cellulaire dans nos lymphocytes B.  
 
Tableau 3 Liste d’inhibiteurs pour l’étude de l’endocytose 
Inhibiteurs Description Références 
2-déoxyglucose Inhibiteur non-spécifique d’endocytose [287] 
Acide polyinosinique  Inhibiteur d'endocytose via les récepteurs scavengers [288] 
Cytochalasine D* Inhibiteur de la phagocytose (remodelage du cytosquelette) [289] 
Diméthylamiloride* Inhibiteur de la pinocytose sans affecter les récepteurs d'endocytose [290] 
Filipine Inhibe la formation de cavéoles [291] 
Nocodazole* Inhibe dépolymérisation des microtubles et empêche l’endocytose [292] 
Phénylarsine oxyde* Inhibe la voie d’endocytose clathrine-dépendante [293] 
* inhibiteurs ayant été testés 
 
Pour identifier le mode d’entrée des VLP dans les APC, il faudrait donc procéder à 
d’autres expériences. Les inhibiteurs d’entrée n’ont pas permis d’identifier une voie d’entrée 
en particulier étant donné l’induction de mortalité dans les CD40B. Les cultures primaires 
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étant possiblement plus sensibles que des lignées cellulaires transformées, nous pourrions 
donc refaire les mêmes expériences, mais cette fois-ci en utilisant les lymphocytes B 
immortalisés au virus EBV. Il existe aussi d’autres outils pour tester l’entrée dans les APC. 
Tout d’abord, certains modes d’entrée nécessitent des protéines spécifiques qui peuvent être 
inhibées pour permettre l’étude de l’internalisation. Par exemple, il est possible d’utiliser la 
technologie d’ARNi dirigée contre la clathrine pour empêcher l’internalisation par 
l’endocytose clathrine-dépendante [294]. De plus, en utilisant des particules fluorescentes dont 
nous connaissons déjà le mode d’entrée, il serait possible d’observer la colocalisation avec des 
VLP de PapMV fluorescentes par microscopie confocale. Par exemple, nous savons que les 
billes de latex de plus de 1 µm de diamètre sont préférentiellement internalisées par la 
phagocytose tandis que les billes de Percoll de 30 nm de diamètre peuvent facilement entrer 
par pinocytose [295]. Ces résultats ont été obtenus dans des macrophages. Il faudra donc 
évaluer les sélections de tailles de billes pour l’entrée dans les lymphocytes B. Ceci nous 
permettra de définir dans nos APC par quels mécanismes (phagocytose ou macropinocytose) 
les VLP de PapMV sont internalisées. 
 
Protéases accessoires 
Comme discuté précédemment, nous avons observé dans les résultats présentés dans le 
Chapitre 2 que l’inhibition de la cathepsine S réduisait la présentation par les VLP de PapMV. 
Par contre, cette inhibition n’étant pas complète (Figure 17), il serait intéressant d’évaluer 
l’implication d’autres protéases dans la présentation croisée par les VLP de PapMV. Puisque 
nous pensons que l’apprêtement antigénique de PapMV se déroule uniquement dans le 
compartiment endosomal, les protéases impliquées dans la dégradation devraient donc être 
vacuolaires. Nous devons exclure les protéases cytoplasmiques comme TPPII (tripeptidyl-
peptidase II) et les protéases générant des peptides dans le ER comme ERAP (aminopeptidase 
du ER) [296,297].  
Chez la souris, la protéase IRAP a été identifiée comme une protéase endosomale 
importante dans la présentation croisée par CMH I. De plus, cette protéase semble colocaliser 
avec Rab14 et les molécules de CMH I dans les cellules dendritiques humaines activées à 
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l’IFN-γ [212]. Il serait intéressant de vérifier si cette protéase participe à l’apprêtement 
antigénique dans notre modèle de présentation croisée par les VLP de PapMV. Pour tester 
cette hypothèse, nous pourrions procéder à des essais de reconnaissance en pré-incubant les 
APC avec un inhibiteur de IRAP. IRAP étant aussi une protéase impliquée dans le système 
rénine-angiotensine dans le cerveau, plusieurs inhibiteurs ont été développés (revue dans 
[298]). De plus, l’utilisation d’ARNi pouvant inhiber l’expression de IRAP confirmera son 
importance dans la présentation croisée par PapMV.  
Finalement, la présentation croisée médiée par les VLP de PapMV est de toute 
évidence vacuolaire et ce type de présentation requiert un apprêtement endosomal. De plus, 
plusieurs protéines impliquées dans l’apprêtement antigénique par CMH II ont été 
précédemment associées à la présentation croisée par CMH I, comme la cathepsine S et la 
chaine invariante (CD74) [211,299]. Il est donc possible que d’autres protéases associées à la 
présentation par CMH II, comme les cathepsines B, D et L, soit impliquées dans la 
dégradation des VLP [300].  
 
Chargement sur le CMH I 
Pour être reconnu par les lymphocytes T CD8+, un peptide doit être présenté par le 
CMH I, pour ce faire, dans la présentation classique, le chargement des peptides produits par 
le protéasome se fait dans le ER. Par contre, nous savons que la présentation croisée 
vacuolaire de PapMV ne requiert pas la dégradation par le protéasome [172] et ne nécessite 
pas le transport dans le ER par TAP (Figure 16). D’autres antigènes ont également la capacité 
d’être présenté indépendamment du transport dans le ER. Tout d’abord, il est possible que 
lorsque la dégradation est vacuolaire, les peptides puissent être transportés dans les endosomes 
de recyclage et être chargés sur les CMH I dans ce compartiment. Les molécules de CMH I 
sont fréquemment recyclées de la surface et l’échange de peptide dans ces vésicules a 
précédemment été décrit [301,302]. Par exemple dans les pDC, une forme rapide de 
présentation croisée par CMH I a été décrite et requiert le chargement sur le CMH I dans les 
endosomes de recyclage [214]. Ce type d’endosomes est inhibé par la primaquine, un composé 
chimique se liant aux endosomes et empêchant le recyclage des membranes à la surface [303]. 
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Nous avons évalué cet inhibiteur pour interférer avec la présentation antigénique par les VLP 
de PapMV. Malheureusement, nous n’avons pu obtenir de concentration satisfaisante 
n’induisant pas de mortalité ou d’inhibition d’entrée autant dans les CD40B ainsi que les 
EBV-B. La prochaine expérience à faire pour tester cette hypothèse serait d’utiliser la 
microscopie à fluorescence pour colocaliser les VLP de PapMV avec le récepteur à la 
transférine (TfR), Arf6 ou Rab11, trois marqueurs des endosomes de recyclage [304]. Une 
colocalisation de PapMV avec ces différentes molécules pourrait suggérer un chargement dans 
les endosomes de recyclage.  
La littérature décrit également un deuxième mode de chargement sur le CMH I ne 
passant pas par le ER. Ce dernier consiste au relargage des peptides à l’extérieur de la cellule 
et le chargement se fait directement à la surface des cellules, appelé aussi régurgitation 
[210,216,305]. Nous savons qu’il est possible de déloger le peptide présent dans le CMH I 
directement à la surface de la cellule puisque c’est ce que nous faisons en chargeant des 
peptides exogènes. Ce mode de chargement fait donc la même chose, mais en prenant des 
peptides qui ont été formés dans le compartiment vacuolaire pour ensuite les relâcher et 
procéder à l’échange de peptides sur les CMH I de surface. Pour tester cette hypothèse, nous 
avons procédé à un essai de relâchement de peptide qui avait été précédemment décrit dans la 
littérature [216]. Pour ce faire, nous avons utilisé des CD40B n’exprimant pas HLA-A2, ne 
pouvant donc pas effectuer eux-mêmes la présentation aux CTL. Ces CD40B HLA-A2- ont été 
chargés avec les VLP de PapMV pour effectuer l’apprêtement antigénique. Ensuite, nous 
avons lavé ces cellules avant de les mettre en contact avec des CD40B exprimant HLA-A2. Si 
les CD40B HLA-A2- sont capables de relâcher le peptide pour lequel les CTL sont 
spécifiques, il y aura chargement sur les CD40B HLA-A2+ par proximité entre les cellules 
chargées qui relâcheront le peptide. Les résultats présentés à la Figure 33 nous permet 
d’observer que la présence de CD40B HLA-A2- ayant apprêté l’antigène permettait la 
reconnaissance par les lymphocytes T spécifiques, mais à plus faible niveau que le chargement 
direct sur les CD40B HLA-A2+. Avec ces résultats, nous ne pouvons pas exclure le fait que les 
CD40B qui ont été chargés au départ relâchaient l’antigène entier et que l’apprêtement et le 
chargement s’effectuaient dans les CD40B HLA-A2+. Pour pallier à cette incertitude, nous 
avons tenté de fixer les APC HLA-A2+ avant de les mettre en contact avec les CD40B 
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chargés. Par contre, la fixation, même à des doses aussi faibles que 0,5 % de 
paraformaldéhyde, empêche le chargement exogène de peptides sur la molécule HLA-A2. 
Nous n’avons donc pas pu utiliser la fixation comme contrôle. Par contre, nos résultats 
décrivent tout de même une forme de présentation pouvant s’effectuer sur une cellule n’ayant 
pas été chargée par PapMV.  
 
 
Figure 33 Essai de reconnaissance avec chargement de CD40B HLA-A2- pour relâchement de 
l’épitope 
A Schéma de l’essai de relâchement de peptide. Les CD40B HLA-A2+ (1) ou HLA-A2- (3) 
sont chargés avec les VLP de PapMV. Une partie des CD40B HLA-A2-  sont ensuite lavés et 
cocultivés avec des CD40B HLA-A2+ (2). Tous les CD40B sont ensuite lavés avant d’être mis 
en culture avec des lymphocytes T CD8+ spécifiques à M1. B Résultats de sécrétion de MIP-
1β (macrophage inflammatory protein-1beta) par les CTL ayant été cocultivés avec les 
CD40B HLA-A2+ chargés directement (bleu), indirectement (mauve) ou les CD40B HLA-












































Autophagie et présentation croisée par CMH I 
INDUCTION DE L’AUTOPHAGIE 
Pour mieux définir les mécanismes de présentation croisée par CMH I, nous avons 
posé l’hypothèse que l’incubation avec PapMV induisait l’autophagie dans les APC et que 
cette autophagie facilitait la présentation antigénique (Chapitre 2). La première étape fut donc 
d’évaluer si les VLP de PapMV induisaient l’autophagie. Il existe plusieurs outils 
expérimentaux pour mettre en évidence l’autophagie dans des cellules [227]. Dans nos 
travaux, nous avons utilisé la formation de vésicules LC3+ en microscopie à fluorescence et la 
lipidation de LC3 en immunobuvardage de type western. Les VLP de PapMV sont donc 
capables d’augmenter la quantité de vésicules LC3+ dans les EBV-B et ceci se traduit par une 
augmentation du ratio LC3II/LC3I (Figure 18). Ces résultats nous amènent à nous questionner 
sur le mécanisme d’induction de l’autophagie dans les APC par les VLP de PapMV. Nous 
avons émis l’hypothèse dans la discussion du Chapitre 2 que la liaison agoniste de PapMV sur 
le TLR7 [185] pourrait induire l’autophagie comme il a été observé pour d’autres agonistes de 
TLR7 [306,307] et des autres TLR [307,308]. Pour vérifier cette hypothèse, nous pourrions 
tenter les expériences d’induction d’autophagie par PapMV dans des cellules déficientes en 
TLR7 ou en protéines nécessaires à la signalisation par le TLR7.  
Dans le Chapitre 1, nous avons montré que MaMV était capable d’être présenté de 
façon croisée aussi efficacement, sinon plus que PapMV (Figure 15). Par conséquent, nous 
avons testé l’induction de la lipidation de LC3 par l’incubation de MaMV comparativement 
avec la VLP de PapMV (Figure 34). Il est possible de constater que la VLP MaMV M1 induit 
une plus grande quantité de LC3 lipidé (LC3II). Ceci peut expliquer en partie pourquoi la 
présentation croisée par MaMV M1 semble plus efficace (Figure 15A) à faible dose. Ces 
observations ne nous permettent pas de savoir si c’est l’autophagie qui est responsable de la 
mort cellulaire engendrée par MaMV M1 à haute dose dans nos APC, mais nous pouvons 
poser l’hypothèse qu’il y a probablement un lien entre ces deux phénomènes. L’inhibition de 
l’autophagie dans des cellules traitées avec MaMV M1 pourrait nous renseigner sur le rôle 
potentiel de ce processus cellulaire dans la mort cellulaire induite par MaMV M1. 
Précédemment, il a été observé qu’une trop forte induction d’autophagie peut induire la mort 
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cellulaire [309,310]. En conséquence, nous pouvons posé l’hypothèse que c’est l’induction de 
l’autophagie, étant bénéfique pour la présentation antigénique à faible dose, qui à haute dose 
induit la mort cellulaire à la suite de l’incubation avec MaMV M1. De plus, il a précédemment 
été décrit que la membrane autophagique peut servir de plateforme pour l’activation de la 
caspase 8 et ainsi augmenter la mort cellulaire par certains signaux [311]. Plusieurs études ont 
aussi observé que p62, une protéine impliquée dans le recrutement des protéines ubiquitinées à 
l’autophagosome, pouvait augmenter l’activation de la mort cellulaire dépendante de la 
caspase 8. Par contre, l’augmentation du flux autophagique réduit la quantité de p62 qui est 
dégradé avec le contenu de l’autophagosome [312-314].  
 
 
Figure 34 Induction de l’autophagie par 
PapMV et MaMV M1 
Les EBV-B ont été incubés trois heures en 
présence de PapMV ou de MaMV M1 à 25 ou 
50 µg/ml. Après un lavage, les protéines ont 
été extraites et migrer sur un gel d’acrylamide 
pour être ensuite transféré sur une membrane 
de polyfluorure de vinylidène (PVDF). A Les 
membranes ont été révélées avec un anti-LC3 
(Novus) et un anticorps secondaire anti-lapin 
couplé à la peroxydase de raifort (HRP). B 
Densitométrie représentée en ratio entre LC3II 
et LC3I comparativement aux cellules non 
traitées (NT). Compilation de deux 
expériences indépendantes, les barres 
d’erreurs représentent l’erreur-type de la 
compilation des deux expériences. 
 
 
LOCALISATION DE PAPMV DANS LES AUTOPHAGOSOMES 
Dans les expériences de microscopie à fluorescence avec LC3-GFP (vert), nous 
utilisions des VLP de PapMV marquées avec le fluorochrome Alexa 647 (rouge). Ceci 
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permettait d’observer la formation de vésicules contenant PapMV dans les APC (Figure 18). 
Nos expériences d’induction d’autophagie ont été faites après une incubation de trois heures 
avec les VLP ou l’inducteur contrôle, la rapamycine. Il est possible de constater qu’il n’y ait 
pas de colocalisation majeure apparente entre les vésicules contenant les VLP de PapMV et les 
autophagosomes (LC3-GFP+). Par contre, nous n’excluons pas que certaines vésicules 
autophagiques entre en contact avec les endosomes contenant PapMV (Figure 35). Pour 
évaluer le lien entre les autophagosomes et les vésicules contenant PapMV, il faudrait refaire 
l’expérience de microscopie à différents temps pour voir si nous observons une colocalisation 
à un autre moment qu’après trois heures. De plus, il faudrait stabiliser la fluorescence émise de 
PapMV Alexa 647, car il se peut que la colocalisation entre les autophagosomes et les 




Figure 35 Contact entre les vésicules PapMV+ et les autophagosomes (LC3+) 
Microscopie confocale d’EBV-B électroporés par microporation avec un plasmide codant pour 
LC3-GFP et trié en cytométrie en flux avant d’être incubés trois heures avec 10 µg/ml de 
PapMV marqué à l’Alexa 647. Images représentatives où les vésicules LC3+ et PapMV+ sont 
près l’une de l’autre (flèche blanche) et des vésicules PapMV+ qui semble être entouré de 







RÔLE DE L’AUTOPHAGIE 
Même si les résultats de microscopie confocale ne confirment pas de lien direct entre 
les autophagosomes et les endosomes contenant PapMV, l’altération des voies autophagiques 
ont permis de moduler la présentation croisée par PapMV lors des essais de reconnaissance 
(Figure 19-20). Nous avons observé que l’inhibition de l’autophagie par le 3-methyladénine 
(3-MA) réduisait significativement la présentation antigénique par les VLP de PapMV. Le 
3-MA est un inhibiteur de PI3K de classe III et est reconnu pour inhiber l’induction de 
l’autophagie [315]. Par contre, le 3-MA, comme plusieurs inhibiteurs, peut avoir des effets 
non-désirables dans les cellules traitées. Pour contrôler ce phénomène dans nos expériences 
d’essai de reconnaissance et s’assurer que la diminution de présentation était due à l’inhibition 
de l’apprêtement antigénique et non de l’entrée, nous avons procédé à un essai d’entrée par 
cytométrie en flux (Figure 19A). Nous pouvons constaté que le prétraitement au 3-MA ne 
réduisait pas significativement l’entrée dans les APC. 
De plus, nous avons évalué si l’induction de l’autophagie pouvait favoriser une 
meilleure présentation antigénique par PapMV. L’inhibition de la voie mTOR (mammalian 
target of rapamycin) par la rapamycine induit l’autophagie et ce de la levure aux cellules de 
mammifères [316]. Lorsque nous avons prétraité nos cellules avec la rapamycine, nous 
n’avons malheureusement pas observé d’augmentation de la présentation croisée par la VLP 
de PapMV. Nous expliquons ce résultat contraire à notre hypothèse en montrant que la 
rapamycine réduisait l’expression du CMH I à la surface de nos APC (Figure 21). Nous avons 
donc utilisé la privation en nutriments comme autre inducteur de l’autophagie. Pour ce faire, 
nous avons incubé nos cellules dans une solution saline (HBSS) pendant trois heures lors du 
chargement avec PapMV. L’induction de l’autophagie par cette déprivation a mené à une 
augmentation de la présentation antigénique par PapMV dans nos APC (Figure 19C-D). Enfin, 
nous avons réduit l’expression de la protéine ATG5 par ARNsh (short hairpin). La protéine 
ATG5 est essentielle à l’induction de la cascade autophagique. Malgré une inhibition partielle 
de la protéine ATG5, nous avons obtenu une diminution significative de la présentation 
croisée comparativement à un ARNsh ayant une séquence aléatoire (Figure 20). Nous 
concluons donc que l’induction de l’autophagie est nécessaire pour la présentation antigénique 
croisée par PapMV. 
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Contrairement à ce qui avait été précédemment décrit par English et al., dans notre 
étude, la présentation croisée dépendante de l’autophagie est indépendante de la dégradation 
par le protéasome [240]. L’implication de l’autophagie dans une présentation vacuolaire par 
CMH I a été observée dans un modèle d’infection au HCMV [241]. Cette présentation 
nécessitait par contre l’infection active donc l’expression des protéines virales pour permettre 
la présentation par CMH I. Les résultats présentés dans le Chapitre 2 sont donc la première 
démonstration du rôle de l’autophagie dans une présentation antigénique croisée vacuolaire 
par CMH I.    
 
MODÈLE PROPOSÉ 
Nos résultats mènent à la conclusion que l’induction de l’autophagie par les VLP de 
PapMV est nécessaire à la présentation croisée par CMH I. Par contre, le lien direct entre 
l’autophagie et l’apprêtement antigénique par PapMV n’a pas été clairement défini. Comme 
discuté précédemment, l’autophagie a été décrit dans la présentation d’antigènes endogènes 
par CMH I dépendamment ou indépendamment de l’activité du protéasome [240,241]. Dans 
ces deux exemples, l’autophagie était impliquée dans les cas où la présentation classique par 
CMH I était bloquée par l’infection virale ou par l’absence de TAP.  
Dans les résultats que nous avons obtenus, l’autophagie semble importante dans la 
présentation croisée d’antigène exogène et ceci peut être expliqué à différents niveaux. Tout 
d’abord, une forme d’autophagie provenant de la membrane des endosomes a été décrite dans 
la littérature [317]. Cette autophagie est activé par la stimulation par TLR et permet le 
transport des antigènes vers le compartiment vacuolaire où la présentation antigénique par 
CMH II se déroule. Une forme similaire d’autophagie est peut-être induite dans nos APC et 
permettrait le transport de PapMV dans le compartiment contenant la cathepsine S pour 
favoriser sa dégradation. Un autre rôle potentiel de l’autophagie dans la présentation croisée 
par CMH I est le transport de NOX2 (nicotinamide adénine dinucleotide phosphate [NAPDH] 
oxydase 2) au niveau de la membrane de l’endosome contenant PapMV pour conserver un pH 
optimal et faciliter la présentation croisée. Tout d’abord, il est reconnu que les APC possèdent 
des mécanismes permettant de stabiliser les antigènes dans les endosomes pour favoriser une 
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présentation croisée par CMH I. Cette stabilisation peut être effectuée par le recrutement de 
NOX2 au niveau de la membrane endosomale [318]. De plus, la localisation de la protéine 
LC3 près des phagosomes a été associé avec le recrutement de NOX2 et la stabilisation des 
antigènes pour la présentation par CMH II [319]. Encore une fois, la présentation croisée 
vacuolaire par CMH I pourrait exploiter plusieurs mécanismes mis en place dans la 
présentation par CMH II.  
L’autophagie pourrait également être impliquée dans le chargement du peptide sur la 
molécule de CMH I. Tout d’abord, il existe deux modes de chargement possible pour la 
présentation croisée vacuolaire (Figure 6). Le premier mode de chargement requiert le 
transport des peptides dans les endosomes de recyclage où les CMH I de la surface sont 
régulièrement transporter avant d’être ramené à la surface. Il y a des évidences que les 
endosomes tubulaires de recyclage pourrait participer à la formation des autophagosomes 
[320]. Dans ce contexte, les CMH I présents dans ces endosomes de recyclage pourrait être 
transportés dans des autophagosomes qui pourraient participer à la dégradation des VLP de 
PapMV. La deuxième voie de chargement sur les CMH I décrite en présentation croisée se fait 
par le relâchement des peptides à l’extérieur de la cellule [216]. Nous proposons que la voie 
autophagique pourrait être un régulateur de ce relâchement de peptide. Cette hypothèse est 
appuyée par le fait que l’autophagie a été associée au relâchement d’exosomes par les cellules 
autophagiques/apoptotiques [321]. De plus, les corps multivésiculaires responsables du 
relâchement d’exosomes à l’extérieur de la cellule peuvent fusionner avec des 
autophagosomes en cas de stress autophagique [322]. L’autophagie pourrait donc avoir un rôle 
dans le transport de l’endosome vers le compartiment contenant la cathepsine S, dans la 
stabilisation de l’antigène via NOX2 ou dans le chargement du peptide sur les CMH I. Dans la 
Figure 36, je récapitule les différentes évidences et hypothèses associées à la présentation 





Figure 36 Modèle proposé de présentation croisée par les VLP de PapMV 
1 PapMV est internalisé dans l’APC dans un compartiment vacuolaire. 2 L’APC reconnait le 
signal de danger de la VLP de PapMV grâce au TLR7. 3 L’activation du TLR7 induit 
l’autophagie. 3a Cette autophagie facilite la présentation croisée, soit en amenant NOX2 aux 
vésicules où la dégradation des VLP s’effectue. 3b Soit en favorisant le relargage de peptides 
dans l’environnement immédiat des APC ou par un mécanisme qui reste à être identifié. 4 Les 
endosomes contenant les VLP de PapMV fusionne avec le compartiment lysosomal qui 
contient la cathepsine S. 5 La cathepsine S apprête la VLP pour libérer les peptides nécessaires 
à la présentation antigénique par CMH I. 6a Ces peptides sont chargés dans les endosomes de 
recyclage ou 6b les peptides sont libérés dans l’environnement immédiat de la cellule pour 
être chargés sur les CMH I en surface. La présentation par PapMV est indépendante du 
protéasome et de TAP (croix rouges). L’inhibition de la cathepsine S (CatSi), de 
l’acidification des lysosomes (ChQ; chloroquine) et de l’autophagie (3-MA; 3-methyladénine) 
altère la présentation par les VLP de PapMV. Les flèches pointillées illustrent les hypothèses 





















Inhibition de l’expression de l’IDO 
Pour le troisième objectif de mon projet de doctorat, j’ai concentré mes recherches sur 
l’enzyme immunosuppressive IDO. Dans la section Introduction, nous avons décrit les effets 
immunorégulateurs de l’IDO sur la fonction des lymphocytes T. Nous savons donc qu’il serait 
intéressant d’inhiber non seulement l’activité de cette enzyme, mais aussi son expression. 
Notre hypothèse est basée sur les résultats du groupe de Dr Grohmann qui ont démontré le rôle 
de l’IDO dans le maintien d’un environnement immunosuppressif indépendamment de sa 
fonction catabolique [258]. Il est donc important de réduire l’expression de cette protéine dans 
l’environnement tumoral. De plus, il a été décrit que la protéine IDO joue un rôle dans le 
phénotype et l’activité des Treg [323]. L’administration d’un inhibiteur enzymatique de l’IDO 
favorise le ralentissement de la croissance tumorale dépendamment de la présence 
lymphocytaire dans un modèle murin [324]. Par conséquent, l’IDO est une enzyme 
immunosuppressive cruciale dans l’établissement d’un microenvironnement 
immunosuppressif et son inhibition dans l’environnement tumoral favorise la réponse anti-
tumorale. 
 
Induction d’IDO par l’IFN-γ 
Dans le Chapitre 3, nous avons présenté tout d’abord des résultats décrivant 
l’importance de l’IFN-γ et de STAT1 dans l’induction de l’expression de l’IDO. En utilisant 
de l’IFN-γ recombinant ou le surnageant de lymphocytes T activés (provenant du sang 
périphérique ou infiltrant des tumeurs), nous avons observé l’induction de la phosphorylation 
de STAT1 et la production de l’IDO (Figures 22, 23 et 29). En utilisant l’ARNi pour abroger 
l’expression de STAT1, nous avons démontré l’importance de cette protéine de signalisation 
dans l’expression de l’IDO à la suite de la stimulation par l’IFN-γ (Figure 22). La capacité de 
l’IFN-γ à stimuler l’expression d’IDO explique la présence de l’IDO dans un grand nombre de 
cancer où il y a production d’IFN-γ par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur (Annexe 
II et [248]).  
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Dans une tumeur, l’IFN-γ peut provenir de différentes sources. Nous avons observé 
que les lymphocytes T contenus dans les TIL (lymphocytes infiltrant la tumeur) après 
stimulation pouvaient induire l’expression d’IDO dans des cellules tumorales in vitro (Figures 
22, 23 et 29). De plus, la majorité des TIL ont un phénotype activé et la capacité de produire 
de l’IFN-γ [325,326]. Ces TIL sont composés majoritairement de lymphocytes T CD4+, CD8+, 
de lymphocytes B ainsi que de cellules NK [326]. En plus, des lymphocytes T, les cellules NK 
ont également la propriété de sécréter de l’IFN-γ, lorsque stimulés [327,328] et cette 
production pourrait participer à l’induction de l’expression de l’IDO. Une autre source 
d’IFN-γ susceptible d’induire l’expression de l’IDO est les lymphocytes natural killer T 
(NKT) infiltrant la tumeur. Ces cellules à l’interface entre l’immunité innée et adaptive sont 
activées via leur TCR semi-invariable par la présentation de lipides dans le complexe CD1d 
[329]. Il est reconnu que suivant leur activation, les NKT sécrèteront une grande quantité 
d’IFN-γ. En immunothérapie du cancer, certains groupes ciblent ces cellules pour favoriser 
l’activation des CTL [330,331]. Cette activation mènera aussi à la présence d’IFN-γ dans 
l’environnement tumoral.  
Dans nos études, nous nous sommes concentrés sur l’expression d’IDO dans les 
cellules tumorales humaines, mais il est bien connu que l’IFN-γ induit aussi l’expression de 
l’IDO dans les APC [332]. Cette expression est également dépendante de l’activation de 
STAT1 [273,274,333]. L’expression de l’IDO dans les APC permet de maintenir une 
immunosuppression non seulement dans l’environnement tumoral, mais aussi par la migration 
des APC dans les ganglions lymphatiques drainants la tumeur (TDLN) [334-336]. La présence 
d’IDO dans les TDLN est associée à un mauvais pronostic pour des patients atteints de cancer 
du colon [337].  
 
Modes d’inhibition de l’IDO 
Plusieurs inhibiteurs de l’IDO ont été développés afin de réduire le plus spécifiquement 
et avec la plus grande affinité possible l’activité enzymatique de catabolisme du tryptophane. 
Nous croyons qu’il est également possible de réduire l’immunosuppression par l’IDO en 
inhibant tout simplement son expression ou l’induction de son expression. Comme il a été 
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discuté précédemment l’induction de l’expression de l’IDO est dépendante de la signalisation 
par JAK-STAT1. Cette voie de signalisation est donc une cible thérapeutique pour l’inhibition 
de l’induction de l’expression de l’IDO. 
 
LES INHIBITEURS JAK-STAT 
Dans les travaux de cette thèse, nous avons axé notre recherche sur la fludarabine qui 
avait précédemment été décrite pour inhiber l’activation de STAT1 dans les PBMC [275]. 
D’autres composés chimiques avaient la capacité de diminuer l’expression de l’IDO en 
affectant la signalisation par JAK-STAT1 [268-270,273,274,333]. Il était donc logique 
d’utiliser la fludarabine, agent chimiothérapeutique déjà approuvé pour son utilisation en 
clinique, pour réduire l’expression de l’IDO dans des cellules dont le rôle de STAT1 avait déjà 
été décrit. Par contre, les résultats obtenus ont plutôt démontré une inhibition de l’expression 
de l’IDO indépendamment de STAT1. Nous pensons que les cellules tumorales peuvent 
répondre différemment à l’ajout de la fludarabine à cause des différents processus de 
transformation néoplasique. Dans ces cellules, la phosphorylation de STAT1 n’est pas affectée 
par l’ajout de la fludarabine. Ce même phénomène a été observé dans des PBMC provenant de 
patients atteints de leucémie lymphoïde chronique (CLL) [338,339]. 
Mais qu’en est-il des APC qui sont aussi capables d’exprimer l’IDO à la suite d’une 
stimulation par l’IFN-γ ? Est-ce que l’ajout de la fludarabine inhiberait l’induction de l’IDO 
par son effet négatif sur la phosphorylation de STAT1 ? Pour répondre à ces questions, il 
serait possible de faire les mêmes expériences d’induction de l’IDO par l’IFN-γ en présence 
ou en absence de la fludarabine dans des APC. Pour ce faire, nous pourrions utiliser des 
cellules dendritiques dérivées de monocytes ou tout simplement des monocytes isolés du sang 
périphérique de donneurs normaux ou de patients atteints de cancer. Mon hypothèse serait que 
la fludarabine réduit l’expression de l’IDO dans les APC par l’inhibition de STAT1 puisque 
d’autres inhibiteurs de cette voie de signalisation ont la même efficacité dans ce type de 




ACTIVATION DU PROTÉASOME 
Lorsque nous avons constaté que l’inhibition de l’IDO par la fludarabine dans notre 
modèle de cellules tumorales in vitro était indépendante de l’activation de STAT1, nous avons 
tenté d’élucider le mécanisme d’inhibition. Nos résultats démontrent un rôle important du 
protéasome dans la diminution de l’expression de l’IDO avec la fludarabine (Figure 27). Ceci 
suggère que la fludarabine peut inhiber l’IDO dans plusieurs contextes. Par exemple, le 
traitement à la fludarabine permettrait d’inhiber l’expression de l’IDO dans des cellules 
tumorales qui l’expriment constitutivement [340] ou tout autres stimuli comme le TGF-β 
[258] ou la liaison du CTLA-4 [341].  
La voie d’inhibition de l’IDO par la fludarabine dans les cellules tumorales laisse 
encore place à des questionnements. Tout d’abord, la fludarabine étant un analogue de purine 
utilisé en chimiothérapie, il est logique de croire qu’il induit un stress cellulaire et ainsi 
favorise l’activité du protéasome comme montré par l’essai de protéasome-glo®. L’activation 
du protéasome à la suite d’un stress cellulaire a déjà été décrite dans un contexte de stress 
oxydatif [342].  
 
UBIQUITINATION DE L’IDO 
La dégradation de l’IDO par le protéasome nous porte à croire que la protéine IDO 
peut être ubiquitinée lors d’un stress cellulaire. Nous avons tenté de vérifier l’ubiquitination de 
l’IDO dans notre modèle en présence de fludarabine. Par contre, il est très difficile 
techniquement d’observer l’ubiquitination de l’IDO car l’anticorps le reconnaissant n’est pas 
très efficace pour effectuer une immunoprécipitation et de plus, la chaine lourde de 
l’immunoglobuline est très près en poids moléculaire de la protéine IDO. Malgré ces 
difficultés, il a été observé que la présence de sodium butyrate en plus d’inhiber l’IDO par la 
diminution de la signalisation par JAK-STAT1 induisait une augmentation de l’ubiquitination 
d’IDO [267]. Cette conclusion était obtenue grâce à des immunobuvardages de type western 
plus ou moins convaincants. En contrepartie, une stratégie qui pourrait être utilisé pour 
faciliter l’expérience serait de transfecter dans nos cellules un plasmide codant pour l’IDO 
contenant un FLAG pouvant ainsi faciliter l’immunoprécipitation. Orabona et al. ont observé 
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la phosphorylation et l’ubiquitination de l’IDO en présence d’IL-6 et de signalisation par le 
CD28 grâce à cette technique [343].  
 
IMPLICATION DE SOCS3 
Grâce aux résultats que nous avons présenté dans le Chapitre 3, nous savons 
maintenant que la fludarabine a un effet post-transcriptionnel sur la stabilité de la protéine 
IDO et que celle-ci est dégradée par le protéasome. D’autres composés ont déjà été décrits 
pour induire de la dégradation de l’IDO par le protéasome. Par exemple, le sodium butyrate, 
en plus d’affecter la signalisation par STAT1, est capable de favoriser la dégradation de l’IDO 
par le protéasome [267]. De plus, l’oxyde nitrique (NO) en plus de nuire à l’activité 
enzymatique de l’IDO induit sa dégradation par le protéasome dans des cellules épithéliales 
humaines (RT4) [344]. Finalement, le groupe de Fallarino a découvert que la protéine IDO 
murine contenait deux sites ITIM et que ces sites de phosphorylations la rendaient sensible à 
la dégradation du protéasome dépendante de SOCS3 (suppressor of cytokine signaling 3) 
[343,345,346]. En tenant compte de ces résultats, il serait donc intéressant de vérifier tout 
d’abord si la séquence de l’IDO humaine contient ces mêmes sites de phosphorylation. De 
plus, la dégradation par le protéasome induite par l’incubation avec la fludarabine est elle 
aussi peut-être reliée à l’action de la protéine SOCS3.  
 
Modèles d’étude in vivo 
Dans notre étude, nous avons établi la fludarabine comme étant un agent 
chimiothérapeutique pouvant diminuer l’IDO dans des modèles de tumeurs humaines (sein, 
mélanome, rein) in vitro. Par contre, il est selon moi nécessaire de tester l’efficacité 
d’inhibition de l’IDO par la fludarabine dans un modèle murin in vivo avant de pouvoir 
spéculer sur un potentiel rôle chez l’humain. Tout d’abord, puisque la fludarabine est 
présentement utilisé en clinique pour traiter la leucémie lymphoïde chronique à lymphocytes B 
(B-CLL), il serait intéressant d’évaluer la fludarabine dans un modèle murin de B-CLL 
(Figure 37A). Il existe un modèle transgénique de B-CLL spontané chez la souris où 
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l’antigène grand T de SV40 est introduit à sens inverse dans le gène de la chaine lourde de 
l’immunoglobuline (IgH-T). Ces souris IgH-T développent spontanément à l’âge adulte une 
accumulation de lymphocytes B monoclonaux caractéristique de la B-CLL [347]. Il serait 
donc possible d’utiliser ce modèle pour évaluer la fludarabine pour induire la dégradation 
d’IDO. Tout d’abord, il faudrait tester ex vivo si les cellules tumorales de ce modèle expriment 
constitutivement ou à la suite d’une stimulation à l’IFN-γ la protéine IDO. Si c’est le cas, on 
pourrait traiter les souris IgH-T avec différentes doses de fludarabine avant ou après 
l’apparition du cancer (Figure 38A). Dans le laboratoire, nous avons observé que des PBMC 
provenant de patients atteints de B-CLL pouvait exprimer l’IDO lorsqu’activés à l’IFN-γ 
autant que les PBMC provenant de donneurs normaux (Figure 37). Les paramètres à observer 
seraient la progression de la maladie et la présence de l’IDO dans les cellules tumorales. De 
plus, il est possible de quantifier l’activité d’IDO en mesurant le tryptophane et la kynurénine 
dans le plasma par chromatographie liquide à haute performance (HPLC). Si les résultats 
confirment le rôle de la fludarabine dans la réduction de l’IDO, nous pourrions conclure que le 
traitement actuel avec la fludarabine chez les patients atteints de B-CLL agit autant sur la 
prolifération des cellules tumorales que l’inhibition de l’immunosuppression par l’IDO. 
Malheureusement, il n’est pas clair à quel point l’étude de l’effet de l’IDO est pertinente dans 
un modèle de B-CLL. Une étude évaluant l’activité de l’IDO dans des PBMC de patients 
atteints de B-CLL comparé à des donneurs sains a rapporté l’augmentation de la production de 
kynurénine, mais la protéine l’IDO ou l’IDO2 n’était pas présente dans les cellules tumorales 
directement [348]. Donc, même si chez la souris nous voyons une augmentation de l’IDO dans 
les cellules de B-CLL, ce ne sera probablement pas représentatif de la réalité chez les patients 








Figure 37 Induction de l’expression de l’IDO dans les PBMC B-CLL 
Des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées à partir de sang d’un 
donneur normal (DN) ou de patients atteints de leucémie lymphoïde chronique à lymphocytes 
B (B-CLL). Ces cellules ont ensuite été stimulées avec différentes doses d’interféron-gamma 
(IFN-γ). Les protéines ont été extraites et migrer sur une gel d’acrylamide 10 % et transférée 
sur une membrane de PVDF avant d’être révélé avec l’anticorps anti-IDO et anti-β-actine 
comme contrôle de chargement. Expérience représentative de 3 donneurs et 3 patients.  
 
 Dans un deuxième temps, le cancer du colon est un cancer pour lequel la présence 
d’IDO a été corrélée avec un mauvais pronostic [337] et pour lequel il existe de bons modèles 
spontanés ou d’induction par agents chimiques chez la souris. Tout d’abord, il est facilement 
possible d’induire la formation d’une colite associée au développement tumoral en utilisant 
l’azoxyméthane (AOM) et le dextran sodium sulfate (DSS) [349]. Il a précédemment été 
observé dans ce modèle que l’activité enzymatique de l’IDO favorisait la prolifération 
tumorale [350]. Il est donc de grand intérêt de réduire la protéine IDO dans ce modèle de 
cancer. Il serait donc possible d’administrer de la fludarabine à des souris traitées à l’AOM et 
au DSS pour observer, par immunohistochimie (IHC), si il y a une diminution de la présence 
de l’IDO dans les tumeurs (Figure 38B). De plus, l’activité globale de l’IDO pourra être testé 
dans le plasma en quantifiant le tryptophane et la kynurénine par HPLC. Dans ces mêmes 
expériences, nous pourrions évaluer le développement tumoral en présence de la fludarabine 
en comptant le nombre et la taille des tumeurs dans l’intestin des souris. Pour savoir si la 
diminution de la progression tumorale est bien associée à l’inhibition de l’IDO et non 
seulement à l’effet chimiothérapeutique de la fludarabine, un modèle de knock-out 

























souris dont la recombinase Cre est sous le promoteur de l’anhydrase carbonique 1 (CACre) qui 
est spécifiquement exprimée dans le colon [351]. Cette souris pourrait être croisée à une souris 
ayant les séquences flox autour des locus contenant l’IDO1 et l’IDO2. Il serait donc possible 
d’induire la colite avec développement tumoral dans ces souris transgéniques et de comparer 
la progression tumorale après traitement à la fludarabine avec des souris exprimant l’IDO dans 
le colon. Il est également possible que l’expression de l’IDO soit importante dans les cellules 
immunitaires, donc un knock-out complet de l’IDO pourrait donc être utilisé pour vérifier 
l’impact de la fludarabine en absence totale de l’IDO [352]. Finalement, puisque l’IDO est une 
enzyme immunosuppressive, son action se fait par l’inhibition des lymphocytes T. Nous 
pourrions donc tester l’activité de la fludarabine en l’absence de lymphocytes dans les souris 
Rag-/-. Dans ces souris, la diminution de l’IDO dans les cellules tumorales ne devrait pas avoir 
d’effets sur la croissance étant donné qu’il n’y aura pas de CTL pour lyser les tumeurs.  
 Évidemment, il existe une panoplie de modèles de tumorigénèse chez la souris autant 
spontané, qu’avec traitements d’agents chimiques ou par injection péritonéale ou sous-
cutanée, l’utilisation de différents protocoles de traitement à la fludarabine pourraient être 
testés dans ces modèles. Il est certain que je favoriserais des modèles où le rôle de l’IDO a 
déjà été établi autant chez la souris que dans la maladie humaine correspondante. Plus 
spécifiquement, nous pourrions utiliser le modèle de mélanome B16 injectés en sous-cutané et 
voir si le traitement à la fludarabine réduit l’expression de l’IDO dans ces cellules tumorales. 
L’ajout de 1-MT à des souris portant une tumeur B16 augmentait la réponse anti-tumorale 
[353]. De plus, ce modèle nous permettrait de tester si la fludarabine améliore la réponse 
immunitaire à la suite d’un transfert adoptif de lymphocytes T de souris « pmel » qui 





Figure 38 Schéma expérimental pour l’étude in vivo de l’effet de la fludarabine sur l’IDO 
A Les cellules tumorales de la souris IgH-T sont extraites des PBMC pour effectuer des tests 
in vitro d’induction de l’IDO avec l’IFN-γ et des essais avec une dose-réponse avec la 
fludarabine. Des tests in vivo seront aussi effectués avec une dose-réponse de fludarabine pour 
tester l’effet sur la prolifération de la B-CLL et sur l’expression de l’IDO et la dégradation du 
tryptophane par HPLC. B Un modèle de cancer du colon inductible par AOM et DSS est 
utilisé pour tester l’effet de la fludarabine sur la tumorigénèse et l’expression de l’IDO. Pour 
confirmer le rôle de l’IDO dans cet effet, des souris avec un knock-out conditionnel ou 
déficientes en IDO seront utilisées pour tester l’effet de la fludarabine en absence de l’IDO. 
Pour confirmer l’importance des lymphocytes T, une souris Rag-/- sera utilisée.  
 
 
Combinaisons de thérapies : l’avenir 
Dans les travaux de cette thèse, j’ai discuté de deux thérapies très différentes, la 
vaccination et l’inhibition de l’évasion tumorale par la réduction de l’expression de l’IDO. 
















































thérapies, nous proposons d’utiliser autant la vaccination avec PapMV que la fludarabine pour 
inhiber l’IDO avec d’autres thérapies. Pour ce faire, je discuterai dans cette section des 
différents types de combinaison qui ont montré leur efficacité dans le traitement du cancer ou 
de maladies infectieuses.  
 
Combinaisons de chimiothérapies 
En premier lieu, il est possible de combiner les différentes chimiothérapies qui sont sur 
le marché pour traiter le cancer. Ceci permet de cibler plusieurs caractéristiques des cellules 
tumorales en même temps et d’éviter les mutations qui pourront rendre les tumeurs résistantes 
aux thérapies. Par exemple, chez les patientes atteintes de cancer du sein métastatique, les 
risques de développer une résistance à un médicament sont très grands. Par contre, il a été 
démontré que la combinaison de thérapies visant différents phénomènes biologiques 
permettaient de retarder l’apparition d’une tumeur résistante aux traitements [356]. De plus, la 
combinaison de chimiothérapies permet également de réduire les doses des différentes 
chimiothérapies utilisées pour ainsi réduire les effets secondaires associés à chaque traitement. 
Finalement, pour traiter les maladies infectieuses, il est parfois également nécessaire de 
combiner plusieurs drogues. Dans le cas du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) 
associé à l’infection par le VIH, la trithérapie ou thérapie antirétrovirale est utilisée depuis le 
début des années 2000 et permet de prolonger de plusieurs années l’espérance de vie [357]. 
 
Combinaisons de chimiothérapies et d’immunothérapies 
La nouvelle version des caractéristiques (hallmarks) du cancer décrites par Hanahan et 
Weinberg tient compte de la capacité des cellules tumorales à s’évader du SI [358]. Il est 
possible de cibler la tumeur en réactivant le SI avec différentes immunothérapies. La 
combinaison de chimiothérapie et d’immunothérapie permet de cibler autant la cellule 
tumorale que l’environnement immunosuppressif. Par exemple, l’utilisation d’un inhibiteur 
métabolique pour bloquer la prolifération des cellules tumorales peut être combinée avec le 
1-MT pour inhiber l’activité de l’IDO autant dans la tumeur que les APC. Dans un modèle 
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murin de cancer gastrique et de cancer de la vessie, une combinaison de ces deux traitements 
permettait une meilleure réponse anti-tumorale dans des souris immunocompétentes [359]. Il 
est également possible de combiner l’anti-CTLA4 (ipilimumab) avec une chimiothérapie. 
Lorsque testé en préclinique dans plusieurs modèles de tumeurs murines, la combinaison de 
l’ipilimumab avec différents agents chimiothérapeutiques favorisait aussi une meilleure 
réponse dans le cas où la chimiothérapie n’était pas suffisante [360]. De plus, le groupe 
Zitvogel-Kroemer a montré qu’il était possible d’utiliser la chimiothérapie pour augmenter 
l’immunogénicité d’une tumeur [361,362]. La combinaison de ce genre de chimiothérapie 
avec l’immunothérapie pourrait donc favoriser la réponse anti-tumorale. Spécifiquement pour 
l’inhibition de l’activité enzymatique de l’IDO, l’indoximob (1-MT) est présentement en 
clinique pour tester son efficacité en combinaison avec différentes chimiothérapies pour le 




Les possibilités de combinaison de thérapies sont vastes. Plusieurs groupes ont 
également combiné deux immunothérapies ayant des activités différentes et pouvant permettre 
une synergie d’effet sur la tumeur et ainsi permettre une meilleure réponse anti-tumorale. Par 
exemple, dans le modèle de mélanome agressif B16.SIY chez la souris la combinaison de 
deux traitements parmi l’anti-CTLA-4, l’anti-PD-L1 et l’inhibition de l’activité enzymatique  
de l’IDO permet un meilleur contrôle de la prolifération tumorale comparé à un de ces 
traitements seuls. La combinaison permet aussi une meilleure activité des lymphocytes T anti-
tumoraux dans les TDLN et dans la tumeur elle-même [363]. Il existe également une infinité 
d’autres études prouvant le bénéfice de la combinaison de thérapie. Par exemple, la 
combinaison de l’anti-CTLA-4 et de l’anti-PD-L1 a commencé à donner des résultats 
encourageant dans le traitement de mélanome métastatique suggérant ainsi que la combinaison 
d’immunothérapie peut favoriser le contrôle de la croissance tumorale tout en n’augmentant 
pas les effets secondaires non désirés [245]. Selon ce que nous entendons dans les congrès, je 
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crois aussi que les essais cliniques se feront de plus en plus en combinant différentes thérapies 
et pas seulement de façon successive, mais aussi en simultané.  
 
Vaccination et autre immunothérapies 
 Dans la littérature, plusieurs études ont tenté de combiner différentes formes de 
vaccination avec des immunothérapies, dont l’inhibition de l’activité enzymatique de l’IDO. 
Tout d’abord, il a été observé que la présence de lymphocytes T CD8+ spécifiques à HBsAg 
était augmentée à la suite de la combinaison du vaccin avec l’inhibiteur de l’activité 
enzymatique de l’IDO dans un modèle murin [364]. Dans un contexte de cancer, l’utilisation 
d’un vaccin formé d’une fusion entre DC et tumeur permet d’induire une réponse immunitaire 
cellulaire. Lorsqu’utilisé chez la souris pour traité le carcinome du poumon de Lewis, la 
combinaison avec le 1-MT permettait un meilleur contrôle du développement tumoral et 
l’induction d’une plus grande quantité de CTL anti-tumoraux [365]. De plus, l’indoximob 
(1-MT) est présentement en essai clinique en combinaison avec le sipuleucel-T, un vaccin 
cellulaire, pour le traitement du cancer de la prostate [249].  
 
Contribution potentielle à l’avancement des connaissances 
Dans mes travaux de doctorat, j’ai travaillé spécifiquement sur une nanoparticules 
vaccinale et sur l’inhibition de l’expression de l’IDO par la fludarabine. Ces deux types de 
traitement feront peut-être un jour parti de la boite à outils disponibles aux cliniciens pour 
traiter le cancer. Dans le cas de la VLP de PapMV, ils pourront aussi être utile afin de prévenir 
des maladies infectieuses nécessitant l’induction d’une réponse immunitaire cellulaire. Les 
recherches présentées dans cette thèse ont tout d’abord permis de mieux identifier les 
mécanismes de présentation antigénique croisée pouvant stimuler les lymphocytes T CD8+. 
Nous suggérons que cette induction de CTL par la vaccination à partir des VLP de PapMV 
pourrait être combinée avec différents traitements immunomodulateurs pour favoriser une 
meilleure réponse dépendante des lymphocytes T cytotoxiques. Ceci pourra se faire autant 
dans les maladies infectieuses nécessitant une réponse cellulaire pour être contrôlées comme 
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l’infection à des rétrovirus [366]. De plus, en immunothérapie du cancer où les CTL ont 
montré leur efficacité à contrôler la croissance tumorale [367], l’utilisation des VLP de 
PapMV contenant un épitope tumoral pourront être utilisés. 
Dans la deuxième partie des travaux présentée dans cette thèse, nous avons abordé un 
nouveau mécanisme d’inhibition de l’IDO, c’est-à-dire par la réduction de son expression via 
l’induction de sa dégradation par le protéasome. Nous pourrions suggérer d’utiliser un 
inhibiteur de l’expression de l’IDO en combinaison avec l’indoximob (1-MT) pour inhiber 
l’activité immunosuppressive de l’IDO sur plusieurs fronts ou de combiner la fludarabine avec 
d’autres immunothérapies comme les anticorps contrôlant les points de contrôle 
immunologiques. Si les résultats sont positifs, il serait encourageant de tester également des 
inhibiteurs de l’expression de l’IDO comme la fludarabine en combinaison avec différentes 
chimiothérapies déjà établies.  
Finalement, puisque ces deux mécanismes agissent sur deux plans différents pour 
favoriser une réponse immunitaire cellulaire, il serait aussi intéressant de penser à combiner la 
vaccination avec les VLP de PapMV pour l’activation d’une réponse spécifique à un antigène 
tumoral et l’inhibition de l’IDO par la fludarabine qui en réduisant la dégradation du 





En conclusion, nous avons présenté dans cette thèse deux stratégies visant à améliorer 
l’immunité cellulaire. Nous avons d’abord étudié une plateforme vaccinale composée de la 
protéine de surface d’un virus de plante pouvant être modifié pour exprimer un épitope précis 
et ainsi activer les lymphocytes T CD8+ spécifiques. De plus, nous avons étudié le mécanisme 
d’inhibition de la molécule immunosuppressive, IDO, indépendamment de sa fonction 
enzymatique et de la signalisation par STAT1. 
Plus précisément, les travaux de cette thèse nous ont permis d’approfondir les 
connaissances sur la présentation antigénique médiée par les VLP formés des protéines de 
surface de PapMV et de MaMV. Dans le premier chapitre, nous présentions des travaux qui 
ont permis de confirmer que les VLP de MaMV et de PapMV possèdent les mêmes capacités 
d’endocytose, de présentation croisée et de stimulation des lymphocytes T spécifiques mais 
elles divergent dans leur capacité à induire la mort cellulaire à la suite de l’activation de la 
caspase 8.  
Au Chapitre 2, nous avons élucidé le mécanisme de présentation croisée par CMH I 
emprunté par les VLP de PapMV. Nous avons découvert une nouvelle voie de présentation 
croisée vacuolaire dépendante de l’activité de la cathepsine S et de l’induction de l’autophagie. 
C’est la première description d’une voie de présentation croisée indépendante du transporteur 
TAP nécessitant la voie autophagique pour permettre l’apprêtement antigénique et le 
chargement du peptide sur le CMH I.  
Finalement, nous avons voulu inhiber la voie STAT1 pour abroger l’expression de 
l’IDO dans les cellules tumorales par l’activation par l’IFN-γ. Étonnamment, en utilisant la 
fludarabine, un agent chimiothérapeutique, qui avait précédemment été décrite pour inhiber la 
phosphorylation de STAT1, nous avons observé une diminution de l’expression de l’IDO par 
sa dégradation par le protéasome. La fludarabine est donc capable d’inhiber l’expression de 
l’IDO de façon STAT1-indépendante dans les différents modèles tumoraux utilisés.  
Ces résultats nous confirment qu’il existe de multiples façons afin de stimuler le 
système immunitaire et contrôler son autorégulation. Nos travaux apportent une preuve 
supplémentaire dans le potentiel thérapeutique de la nanoparticule vaccinale PapMV et 
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proposent un potentiel rôle de la fludarabine pour inhiber l’expression de l’IDO (Figure 39). 
Ces deux stratégies seront utiles pour améliorer les  combinaisons de thérapies visant à 
stimuler le système immunitaire. Dans le cas de l’immunothérapie du cancer, il nous apparait 
essentiel d’attaquer la tumeur sur plusieurs fronts. Cette stratégie pourra également s’étendre à 
la prévention de maladies infectieuses qui retournent les mécanismes d’autorégulation du SI 
pour s’évader de la réponse immunitaire   
 
Figure 39 Schéma de mise en contexte de la conclusion globale de la thèse 
Tout d’abord, nous avons observé que les VLP de PapMV était présenté sur le CMH I de 
façon croisée par une voie de présentation antigénique vacuolaire dépendante de l’induction de 
l’autophagie. Cette présentation pourra activer les lymphocytes T CD8+ spécifiques à 
l’antigène inséré dans PapMV. Une fois activé, les lymphocytes T reconnaitront cet antigène à 
la surface d’une cellule tumorale. La sécrétion d’IFN-γ (interféron-gamma) induira 
l’expression d’IDO. Cette immunosuppression pourra être bloquée par l’ajout de fludarabine 
qui permettra de diminuer l’expression d’IDO par l’activation de sa dégradation par le 
protéasome. CMH I : complexe majeur d’histocompatibilité, CatS : cathepsine S, APC : 
antigen presenting cell, TLR7 : toll-like receptor 7, JAK : Janus kinase, STAT1 : signal 
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inhibitory effect of IFN-g on cancer cell proliferation medi-
ated by tryptophan deprivation via IDO enzymatic activity
(12). In a different context, Muller and colleagues observed
the regressionof established tumorswhen1-MTwas admin-
istered to T-cell–competent mice in combination with che-
motherapy (13).
IDO’s role andmechanism of action on immune evasion
and tumor growth are still poorly understood in human
cancer. Many studies have examined a possible correlation
between IDO expression and diverse clinical or immuno-
logic parameters. This review discusses the potential impli-
cation of IDO in tumor progression by analyzing its expres-
sion in human cancer samples correlated with different
immunologic and clinical parameters.
Development
The link between clinical parameters and IDO expression
in tumors has been investigated in many cancer types. This
research has revealed an association between IDO expres-
sion and a change in the density of different immune cell
populations infiltrating tumors and an effect on cancer
progression and on patient survival (Fig. 1; Table 1).
Tumor-infiltrating immune cell decrease
Different immune cell populations found at the tumor
site or in TDLNs can be affected by the presence of IDO in
their environment. In patients with colorectal cancer, high
expression of IDO has been associated with lower CD3þ T-
lymphocyte infiltration in tumor specimens (14). Similarly,
CD8þ T lymphocytes were found in reduced numbers in
ovarian cancer tissue in which high IDO expression was
detected (15). Also, CD3þ and CD8þ T-lymphocyte as well
as CD57þ natural killer cell infiltration was diminished in
endometrial cancers with elevated IDO levels (16). Because
of the importance of immune infiltration for antitumor
response, this reduction of some beneficial immune popu-
lations suggests that IDO expression in human tumors can
facilitate immune evasion.
Surprisingly, associationbetween the presence of IDOand
CD4þ T-lymphocyte infiltration has never been evaluated,
despite the defined negative effect of IDO on this cellular
population and, especially, on the Th1 subtype (17). Only 1
studyhas reported a significantCD8þ T-lymphocyte decrease
without any difference in total CD3þ T-lymphocyte popu-
lation (15). These results suggest that the proportion of
CD4þ T lymphocytes is either unchanged or increased.
However, because of the absence of amarker specific to CD4
in this study, the abundance of the CD4þ population could
not be directly quantified. These observations could, how-
ever, lead to the hypothesis that the differentiation from
na€veT lymphocyte toCD4þCD25þFoxp3þ regulatoryT cells






















Figure 1. Schematic of the different
clinical parameters associated with
tumors expressing IDO. The
different aspects are divided based
on their impact on the immune
system, tumor progression, or
tumor regression.
Translational Relevance
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) inhibitors, such
as 1-methyltryptophan, were recently identified as a pri-
ority in translational research by the Immune Response
Modifier Pathway PrioritizationWorkingGroup from the
NIH. Although the causal link between IDO and tumor
growth is confirmed in many mouse models, the exact
role of IDO inhuman tumors needs further confirmation.
In this review, we correlate IDO expression with different
prognosis factors and immunologic consequences in
multiple human cancers. The aim of this review is to help
better appreciate multiple clinical trials that are currently
evaluating 1-methyltryptophan benefits in different solid
and hematopoietic cancers. Furthermore, studies pre-
sented in this review tend to link IDO expression with
different negative prognosismarkers. Modulation of IDO
functions is, accordingly, a future target for large-scale
cancer treatment.
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(Treg), which is known to be favored by an IDO-rich envi-
ronment (8), can be responsible for this apparent increase in
CD3þ and CD4þ populations. In addition, IDO activity
seems to inhibit natural killer, CD8þ T-, and Th1 CD4þ T-
cell proliferation without affecting the Th2 population (18),
and it could even favor a Th2 polarization (19). These
observations could be another explanation for the lack of
CD4þ T-lymphocyte decrease in IDO-expressing tumor.
Regulatory T-cell infiltration increase
As mentioned earlier, Treg and IDO have been shown to
have closely related immunosuppressive features. Thus, an
association between IDO expression by tumor cells and Treg
frequency has been a matter of interest in different studies.
Specifically, higher Treg CD4
þCD25þFoxp3þ frequency has
been observed in patients with acute myeloid leukemia
when tumor cells express IDO (20, 21). Moreover, patients
with pancreatic adenocarcinoma were more densely infil-
trated by Treg in metastatic lymph nodes compared with
nonmetastatic lymph nodes (22). Also, in all the cases,
those metastatic lymph nodes were expressing IDO at
different levels. The authors proposed that IDO expression
in lymph nodes from patients with pancreatic adenocarci-
noma could lead to the recruitment of regulatory T
Table 1. Correlation of clinical parameters with IDO expression in different cancer types
Cancer type Detection methods IDO correlates with:a Reference
Colorectal IHC (high expression 56/143 patients) " Hepatic metastasis 14
# CD3 inﬁltration
Serum tryptophan (66 patients) " Hepatic metastasis 39
IHC in tumor (high expression in 9/71 patients)
and dLN (high density in 21/60 patients)
# 5-year survival rate 33
Uterine cervical IHC (100% of microinvasive or invasive cancer) Invasion by tumors 29




# Global and progression-free
survival
IHC (high expression in 32/65 tissues) # CD3, CD8, CD57 inﬁltration 16
# Progression-free survival
Hepatocellular RT-PCR (12/21 patients) and IHC (for IDOþ in mRNA) " Progression-free survival 36
" IFN-g; TNF-a; IL-1b
IHC (overexpression in 49/138 tissues) Metastasis 25
# Global survival
Leukemia (AML) RT-PCR (40/76 patients) and ICC (40/76 patients) " CD4þCD25þFoxp3þ frequency 20
Breast IHC (SLN of 47 patients) LN metastasis with Foxp3
coexpression
24
Melanoma IHC (SLN of 40 patients) # Long-term survival 31
IHC and RT-PCR (15 patients) Advanced stage 28
Ovarian IHC (high expression in 34/60 patients) Advanced stage 15
# CD8 inﬁltration
# Global and disease-free survival




IHC (expression in 67/122 patients) # Global survival 35
Pancreatic IHC (3%–50% expression in 17/17 tumors) Treg in metastatic LN 22
Lung (non–small cell) IHC (25 patients with IDO in eosinophils) # Survival 32
Renal Quantitative RT-PCR (55 primary tumor þ 52
metastasis)
# Tumor proliferation 37
Western blot and IHC (expression
in microvessels)
Nasopharyngeal IHC (9 patients þ immortalized cell line) Advanced histologic stage 27
Abbreviations: AML, acute myelogenous leukemia; dLN, draining lymph node; ICC, immunocytochemistry; IHC, immunohistochem-
istry; IL, interleukin; LN, lymph node; RT-PCR, reverse-transcription PCR; SLN, skin lymph node.
aUp arrow indicates increase, and down arrow indicates decrease.
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lymphocytes. However, it is not clear whether IDO allows
the specific recruitment of Treg or the conversion from na€ve
CD4þ T lymphocytes, because this phenomenon can occur,
at least in vitro (23). On the other hand, increase in Treg
proportion could be attributed to an inhibition of Foxp3þ
Treg reprogramming in Th1 by IDO, as shown by Sharma
and colleagues (8). Following CpG vaccination, IDO was
expressed in mice. Conversely, the expression of IDO may
be a consequence of Treg infiltration in metastatic lymph
nodes. Finally, simultaneous expression of IDO and Foxp3
in TDLNs has been measured in many patients with breast
cancer, and this has been correlated with the presence of
metastases in those TDLNs (24). From all these studies, we
can conclude that IDO favors Treg in tumors by recruitment
or by enhancing conversion of na€ve T lymphocytes in Treg.
Link with cancer progression
Many factors associated with tumor progression have
been positively correlated with high expression of IDO in
cancer cells. On the one hand, frequency of hepatic metas-
tasis has been found to be significantly increased in patients
with colorectal cancer presenting high IDO expression in
their tumor (14). Strong IDO expression in hepatocellular
tumors has also been associatedwith the presence of distant
metastases (25). In addition, metastases in TDLNs have
been found preferentially in patients with endometrial
tumors expressing IDO at a high level (26). For patients
with this tumor type or for patients with ovarian carcinoma
and nasopharyngeal carcinoma, high levels of IDO have
been detected in advanced stages of the disease (15, 26, 27).
Polak and colleagues investigated many immunosuppres-
sive molecules in cutaneous melanoma, and IDO expres-
sion in positive or negative skin lymph nodes seems to
increase with melanoma progression (28). Also, invasive
and microinvasive forms of uterine cancer are correlated
with high expression of IDO (29). Finally, IDO expression
has been found in all microinvasive and invasive uterine
cervical cancer, whereas noninvasive tumors presented a
much lower expression (30).However, themechanistic link
between cancer progression and IDO expression cannot be
explained by these correlative observations. Further studies
are needed to better understand whether IDO expression is
mechanistically responsible for tumor progression or
whether tumors evolve to express IDO during their devel-
opment to maintain an immune-suppressive environment
in response to antitumor T cells.
Association with patient survival
In the majority of the studies that have focused on IDO
expression in human cancer, patients with high expression
of IDO had decreased global and progression-free survival.
Notably, this correlationhas been reported for patientswith
endometrial cancer. In 2 studies, IDO expression evaluated
by immunohistochemistry (IHC) and enzymatic activity
has been inversely correlated with progression-free survival
(16, 26, 31). Also, IDO measurement by IHC in hepato-
cellular carcinoma samples from 138 patients has estab-
lished that low IDO expression correlates with an improved
overall survival (25). For patients with invasive cervical
cancer treated with radical hysterectomy, it has been
observed that focal and diffuse IDO expression in cancer
tissue correlates with decreased overall and progression-free
survival, whereas patients with no IDO expression in their
tumor had a better survival (30). In non–small-cell lung
carcinoma, eosinophils were also positive for IDO and
correlated with lower patient survival (32). In a Chinese
cohort of patients with colon cancer, IDO and Bin1 were
analyzed in tumor tissues and TDLNs with or without
metastasis. A relatively low percentage of tumors was found
to express IDO (12%). However, 21 out of 60 TDLNs
analyzed had a high density of IDOþ cells, and these have
been associated with a decreased 5-year survival rate (33).
Finally, it has been observed that patients with ovarian
carcinoma presenting high IDO expression, as evaluated
by IHC (15) or global gene expression profiles (34, 35),
have a shorter postsurgery life expectancy.
Only 2 studies have reported results contradictory to
those discussed above. First, increased relapse-free survival
has been correlated with the presence of IDO mRNA in
hepatocellular carcinomas (36). However, protein expres-
sion was not investigated in this study. On the other hand,
Kaplan–Meier curves couldnot showa significant difference
between low andhigh IDOexpression in patientswith renal
carcinoma. Interestingly, this study was the only one to
report IDO expression almost exclusive to newly formed
microvessels in the tumor. This IDO expression has been
inversely correlated with Ki67þ tumor cells, a proliferation
marker. From these observations, it has been assumed that
endothelial cells expressing IDO were responsible for the
decreased tumor cell proliferation (37). These results sug-
gest that IDO can have a noxious effect on tumor growth
when an inefficient antitumor immune response is taking
place in a host.
Association between IDO expression by tumors and the
presence ofmetastases or various clinical parameters strong-
ly suggests that IDO contributes to tumor progression.
Moreover, IDO expression has been identified as an inde-
pendent prognostic marker inmany cancer types. Thus, this
immunosuppressive molecule could possibly be used as a
classifying marker to identify patients with higher relapse
susceptibility or a less favorable prognosis. In addition, IDO
expression could even serve as a marker capable of identi-
fying patients for whom adjuvant therapies would be more
beneficial, thus preventing unnecessary administration in a
proportion of patients. In the era of personalized care,
TDLNs or tumor tissue biopsies could be done prior to IDO
inhibitor administration to select patients expressing IDOin
their tumors who would better respond to the treatment.
Discussion
Globally, studies reviewed herein tend to associate IDO
expression by human tumors with a less favorable
prognosis for patients. In themajority of these studies, IDO
expression in tumor tissueswas evaluated by IHC.However,
until now no attention has been paid to the recently
Godin-Ethier et al.
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identified IDO2 isoform. Furthermore, IDO enzymatic
activity in cancer has rarely been investigated. Interestingly,
researchers in an ovarian epithelial cancer study have
reported IDO expression in 43% of analyzed tissues (83/
192), and this finding was shown to be correlated with a
lower tryptophan-to-kynurenin ratio in the tumor environ-
ment (38). Similar results were obtained in a study from
Huang and colleagues in which they observed that lower
serum tryptophan inpatientswith colorectal carcinomawas
correlated with reduced quality of life (39). Also, the tryp-
tophan serum level and the tryptophan-to-kynurenin ratio
have been found to be significantly lower in patients with
ovarian carcinoma compared with healthy women. This
level correlated with different serum immune activation
markers (40). Together, these results point out that the IDO
expressed in tumor tissue can be enzymatically active, but
no mechanistic link has been established as a causative
factor. Further studies must be conducted to completely
elucidate the relationship between IDO expression and
tumor growth in humans.
As previously mentioned, the studies presented above
have associated IDO with a less favorable clinical outcome.
However, mechanistic studies aimed at establishing how
IDO can affect tumor progression are still rare. Yoshida and
colleagues have shown an in vivo role of IDO in tumor
progression, using a xenograft model of human ovarian
tumor cells transfected with IDO (41). Also, Muller and
colleagues have proposed that the downregulation of Bin1,
a tumor suppressor gene, promotes IDO expression in
tumors via STAT1/NF-kB–dependent mechanisms (13).
Furthermore, IDO production resulting from these molec-
ular events has been found tomediate the immune escapeof
tumor cells lacking Bin1. The latter finding is interesting
given that the expression of Bin1 is frequently altered in
human breast, prostate, brain, colon, skin, and lung cancers
(reviewed in ref. 42). However, IDO and Bin1 expression in
colon cancer tissue was stained by IHC and failed to show
any correlation (33).
Considering the prevailing expression of IDO in a large
proportion of tumors, this enzyme could be an interesting
target in cancer immunotherapy. Moreover, the induction
of this immuno-regulating molecule has been reported as a
result of immune system manipulation aimed at inducing
an antitumor response. On the basis of the findings in the
studies discussed above, this IDO induction in response to
immune system stimulation could hamper the generation
of an effective antitumor response. We can speculate that
the efficiency of anticancer vaccines could be improved
when the vaccines are administered in combination with
an IDO-inhibiting agent. This hypothesis has been corrob-
orated in a mouse model. In fact, Ou and colleagues have
observed that the administration of a vaccine made of
dendritic cells fused with pulmonary carcinoma cells
induced IDO expression in TDLNs and splenocytes (43).
Considering that CpG oligonucleotides are known to elicit
IDO expression in dendritic (44) and B cells (45), it is not
surprising that a vaccine containing CpG elements induces
IDO in various immune cells. CpG elements incorporated
in DNA vaccines could stimulate IDO expression in the
spleen and lymph nodes (46). Apart from small-molecule
inhibitors, other ways of targeting IDO in a clinical setting
have been proposed. Sørensen and colleagues have patent-
ed the use of IDO-specific cytotoxic T cells for cancer
treatment (47). These specific clones combined with viral
antigen immunity have been shown to enhance the specific
immune response (48). Although promising, this alterna-
tive option presents some potential disadvantages, such as
the potential recognition of antigen-presenting cells expres-
sing IDO. Also, there is no evidence that IDO-specific CTLs
have the potential to recognize and kill tumor cells in vivo.
Together, these findings suggest that the inhibition of IDO
enzymatic activity could improve attempts to generate an
efficient antitumor immune response.
IDO enzymatic activity can be inhibited by small mole-
cules analogous to tryptophan. The most studied inhibitor
to date is the 1-MT. Both isomers (D-1-MT and L-1-MT) have
been used for their IDO inhibition capacity. Depending on
the experimental context, one or the other is more efficient
in inhibiting tryptophan catabolism or immunomodulato-
ry properties of IDO. Inmice, the administration of 1-MT as
a single therapeutic agent was sufficient to delay the appa-
rition of tumors (10, 49) but could not lead to the complete
rejection of established tumors (13). However, chemother-
apeutic drugs have shown superior efficacy to inhibit tumor
progression when administered in combination with 1-MT
(13), suggesting that IDO inhibitors combined with other
agents couldbemore beneficial than their administration as
a single agent.
Information obtained from murine studies has led to
the initiation of clinical studies aimed at investigating the
antitumor efficacy of D-1-MT in patients with cancer at
the end of 2007. Currently, National Cancer Institute clin-
ical trials are aimed at evaluating safety, pharmacodynam-
ics, and clinical responses in patients with breast, non–
small-cell lung, and other refractory solid cancers (50).
However, the use of this isomer is still controversial in
humans because of its relative specificity to the IDO2
isoform. Even if some effects have been shown in mouse
models, D-1-MT has been found to preferentially target the
IDO2 isoform that could be inactive in proportions reach-
ing 50% of the population, because of 2 polymorphisms
affecting its enzymatic activity (51). Recent studies estab-
lished that L-1-MT would be preferable to inhibit IDO
activity in both dendritic cells and human cancer cells.
These studies also showed that both IDO and IDO2 were
expressed in monocyte-derived dendritic cells, but only
IDO could participate in tryptophan degradation and only
L-1-MT could abolish this activity (52). Moreover, in vitro
studies with T lymphocytes from blood, ascites, or tumor
tissue of patients with ovarian epithelial cancer showed that
their proliferation could be inhibited by ovarian IDO-
expressing cancer cells. Only L-1-MT or a mix of D and
L-1-MT, but not D-1-MT, was able to restore T-cell prolifer-
ation (38). Currently, further investigations are needed to
confirm the potential use of IDO inhibitors in a clinical
context to treat cancer. However, with the results of the
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studies reviewed here, IDO seems to be a potential target to
enhance antitumor response in patients with cancer.
Although 1-MT may bring interesting effects, the ideal
inhibitor for clinical use may have yet to be discovered.
Conclusions
All of the observations described earlier seem to implicate
IDOas a key regulator of tumor immune evasion. Almost all
of the correlation analyses show an association between
IDO and characteristics generally related to poor prognosis.
Immunotherapy targeting IDO activity is the potential
logical next step. However, more studies on whether tryp-
tophan degradation by IDO is really the key immunosup-
pressive mechanism and how it affects tumor progression
are necessary to better target IDO in future cancer therapy.
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Annexe II : Manuscrit complémentaire étudiant 
l’expression d’IDO dans les lymphocytes B humains 
 
IDO expression by human B lymphocytes in response to lymphocyte 
stimuli and TLR engagement is biologically inactive 
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2002a), conversion of naive CD4+ T cells to regulatory T cells (Tregs)
(Fallarino et al., 2006), and activation of mature CD4+CD25+Foxp3+
Tregs (Sharma et al., 2007).
Active  IDO is induced in human macrophages and monocyte-
derived dendritic cells (DC) upon interaction with T lymphocytes,
and this induction is dependent not only on interferon-gamma
(IFN-) production, but also on CD40-ligand (CD40L) up-regulation
on these T cells (Munn et al., 1999; Hwu et al., 2000). More-
over, a subtype of IDO+ plasmacytoid DC, co-expressing a B-lineage
marker, can be found in tumor-draining lymph nodes of tumor-
bearing mice or patients, creating a suppressive environment and
culminating in a profound anergic state of anti-tumor T lympho-
cytes (Munn et al., 2004a).
In  the course of an effective humoral response, B lymphocytes
interact closely with T lymphocytes, and signals are exchanged
through cell-cell contacts involving major histocompatibility com-
plex/T cell receptor (MHC/TCR) and CD40/CD40L interactions, and
cytokines such as IFN- are released. Based on what is known about
IDO induction in macrophages and DC, this counter-regulatory
mechanism  also possibly arises in B lymphocytes after T lympho-
cyte encounter. B cell-deﬁcient mice have been shown to mount
a more effective anti-tumor response in comparison to wild type
mice, suggesting that B cells hamper anti-tumor immunity (Inoue
et al., 2006; Shah et al., 2005). Such suppressive activity has been
associated with interleukin (IL)-10 production by B cells after CD40
ligation, leading to decreased IFN- production by T lymphocytes,
at least in vitro (Inoue et al., 2006). However, it is not clear whether
B lymphocyte inhibitory effects depend on the same mechanism
of action, to prevent anti-tumor responses effectiveness in vivo
(Rosenblatt et al., 2007). Some other mechanism orchestrated by
B cells might participate in the inhibition of anti-tumor responses
in vivo.
A  recent study demonstrated the existence of a murine PDCA-
expressing B lymphocyte subpopulation, in which IFN- and
IDO1/IDO2 are induced at the mRNA level upon stimulation with
cytotoxic T lymphocyte antigen-4-immunoglobulin (CTLA4-Ig).
However, neither protein expression nor enzymatic activity was
evaluated (Vinay et al., 2010). Also, a B-lymphoid population with
DC attributes (CD19+, CD11c+) was able to induce Treg activation
by IDO expression upon CpG oligonucleotide stimulation (Johnson
et al., 2010). In the present work, we investigated whether IDO
expression could be up-regulated in human B lymphocytes in
response to T cell signals. In addition, we sought to determine
whether this induction would beget a functional enzyme capable
of metabolizing tryptophan. We  found that IDO was produced by
human B cells at the mRNA and protein levels after stimulation
with IFN-, CD40L and imiquimod (TLR 7/8 ligand), but in an inac-
tive form, indicated by the lack of tryptophan consumption and
kynurenine accumulation.
2.  Materials and methods
2.1.  Healthy donors and cells
Heparinized blood obtained by leukapheresis from healthy
donors was centrifuged on lymphocyte separation medium
(Wisent, St-Bruno, Québec, Canada) to isolate peripheral blood
mononuclear cells (PBMC). Donors were recruited by the Division of
Hematology and Immunodeﬁciency Service of Royal Victoria Hos-
pital. The study was approved by the local ethics committee, and
informed consent was obtained from each donor.
All cell lines were procured from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA). U937 and KTCL cells were cultured
respectively in RPMI 1640 and Dulbecco’s modiﬁed Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM
l-glutamine,  100 U/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin, and
10 g/ml gentamicin (all from Wisent).
B lymphocytes were puriﬁed from PBMC by negative selection,
with an EasySep human B cell enrichment kit (StemCell Technolo-
gies Inc., Vancouver, BC, Canada), according to the manufacturer’s
instructions. Brieﬂy, PBMC were incubated with 10 l/107 total
cells of antibody cocktail containing a combination of monoclonal
antibodies (Abs) against human CD2, CD3, CD14, CD16, CD36, CD43,
CD56 and glycophorin A. Magnetic nanoparticles were added at
10 l/107 total cells for 10 min  at room temperature, before the
test tube was placed into the magnet for 5 min. Isolated B cell purity
reached >95%.
Monocyte-derived DC were generated from PBMC of healthy
donors (Leclerc et al., 2007), followed by 24 h of stimulation with
500 ng/ml soluble trimeric CD40L (Immunex Corporation, Seattle,
WA) and/or 103 U/ml IFN- (Pierce Endogen, Rockford, IL) and/or
5 g/ml lipopolysaccharide (LPS, Sigma–Aldrich, St. Louis, MO).
2.2. Reagents
l-Tryptophan and kynurenine were prepared as a 20-mM
stock solution in water. These reagents were all obtained from
Sigma–Aldrich.
B lymphocytes were stimulated with 500 ng/ml soluble trimeric
CD40L (Immunex Corporation), 250 U/ml recombinant human
IL-4 (Peprotech, Rocky Hill, NJ), 103 U/ml IFN-, 5 g/ml LPS,
5 g/ml Poly I:C, 4 g/ml CpG ODN2006 or 5 g/ml imiquimod
(all from Invivogen, San Diego, CA) in Iscove’s Modiﬁed Dul-
becco’s Medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with
7.5% heat-inactivated human serum (from normal donors), 2 mM
l-glutamine, 100 U/ml penicillin/streptomycin and 10 g/ml gen-
tamicin.
2.3. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
RNA  from cell lines, lymphocytes and DC was  extracted with
RNeasyTM mini or micro kits (Qiagen, Hilden, Germany), according
to the manufacturer’s instructions. For classical and quantita-
tive RT-PCR analyses, cDNA was  ﬁrst synthesized from mRNA
(500 ng) with oligo-dt and random hexamers (both from Applied
Biosystems, Carlsbad, CA), using an Omniscript reverse transcrip-
tase kit (Qiagen). The sequences of PCR primers spanning distinct
exons were: IDO (5′: CGCTGTTGGAAATAGCTTCTTGC; 3′: CTTC-
CCAGAACCCTTCATACACC, amplicon 167-bp), IDO2 (5′: CGTCATAG-
CAAGGAAAGTGGTGAC; 3′: CCCTCAGGGAAGGTGCTGAG, amplicon
106-bp), and 18S ribosomal subunit (5′: ATCAACTTTCGATG-
GTAGTCG;  3′: TCCTTGGATGTGGTAGCCG, amplicon 111-bp), as
described previously (Morse et al., 2005). Classical RT-PCR ampliﬁ-
cation was undertaken with HotStartTaq DNA polymerase (Qiagen).
The cycling conditions were 15 min  at 95 ◦C, 22 (18S), 30 (IDO1), or
32 (IDO2) cycles of 45 s at 94 ◦C, 45 s at 55 ◦C, 1 min  at 72 ◦C, with a
ﬁnal extension of 10 min  at 72 ◦C, in a T3 ThermocyclerTM (Biome-
tra, Goettingen, Germany). Ampliﬁcation was  detected by ethidium
bromide staining after electrophoresis migration in agarose gel (1.5
or 2%, with equipment from Bio-Rad, Hercules, CA).
Quantitative real-time RT-PCR ampliﬁcations were performed
with a Rotorgene 3000 thermal cycler (Corbett Life Science, Sydney,
Australia) and revealed with QuantitectTM SYBR Green PCR (Qia-
gen). Real-time quantitative RT-PCR was carried out in reactions
containing 0.5 M of each IDO, IDO2 or 18S primers, 10 l of 2×
SYBR Green mix  (Qiagen), 4 l of cDNA (1/20 dilution), and water.
The cycling conditions were 10 min  at 95 ◦C, then 35 cycles of 30 s at
94 ◦C, 45 s at 60 ◦C, 30 s at 72 ◦C for 18S, and 40 cycles of 30 s at 94 ◦C,
60 s at 55 ◦C, 30 s at 72 ◦C for IDO, and a ﬁnal melting curve from
72 to 95 ◦C. Fluorescence was measured at the end of each exten-
sion step. The gain was  adjusted automatically on the ﬁrst tube at
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the end of the ﬁrst cycle (channel FAM/Sybr, 470-nm source, 510-
nm detector, readings between 2FI and 5FI). The absence of primer
dimers and the speciﬁcity of the PCR products were documented by
melting curve analysis and electrophoresis migration in 2% agarose
gel stained with ethidium bromide. IDO expression was quantiﬁed
relative to the housekeeping gene 18S, according to Pfafﬂ’s method
(Pfafﬂ, 2001).
2.4.  Western blotting
Protein  extracts were prepared from the above-mentioned
pelleted cells, measured, resolved by 10% SDS-PAGE, and trans-
ferred to polyvinylidene diﬂuoride membranes (Immun-BlotTM,
Bio-Rad) (Turcotte et al., 2007). The membranes were incubated
with sheep polyclonal anti-human IDO antibody 1/100 (Hycult
Biotechnology, Uden, The Netherlands) or mouse -actin-speciﬁc
antibody (1/10,000, Chemicon, Temecula, CA) for 1 h, washed and
re-incubated for 1 h with secondary peroxidase-conjugated Abs
(1:20,000 rabbit anti-sheep or 1:40,000 goat anti-mouse, both from
Chemicon), before detection (Turcotte et al., 2007).
2.5. Immunoﬂuorescence microscopy
B lymphocytes were isolated from healthy donor PBMC, as out-
lined above. IDO expression was induced in B cells and control
U937 cells respectively by IFN-/CD40L and IFN-/LPS stimula-
tion. After 24 h, the cells were harvested, washed and re-suspended
in RPMI/50% FBS for cytospin. For each condition, 5 × 105 cells
were cytospun on glass slides for 4 min  at 27 × g for B cells, or
at 40 × g for control U937 cells, in a Statspin Cytofuge 2 (IRIS
International Inc., Chatsworth, CA). The cells were then ﬁxed and
permeabilized in methanol/50% acetone, dried, and rehydrated in
phosphate buffered saline (PBS). Slides were blocked in PBS/5%
FBS for 1 h. Dual-color immunoﬂuorescence stainings were per-
formed in a humidiﬁed chamber by sequential 1-h incubations
with each Ab. For IDO staining, a polyclonal sheep anti-human
IDO (1/200, Hycult Biotechnology) primary Ab was followed by a
rabbit anti-sheep Ab coupled to ﬂuorescein isothiocyanate (FITC,
1/500, Millipore, Temecula, CA). CD20 expression was  revealed
by a mouse anti-human CD20 primary Ab (1/200, Dako, Carpinte-
ria, CA) and Rhodamine-conjugated donkey anti-mouse Ab (1/500,
Bio/Can Scientiﬁc, Mississauga, Ontario, Canada). The slides were
washed with PBS after each staining, rinsed in distilled water,
dried and mounted with ProLong® Gold antifade reagent with
4′,6′-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Molecular Probes, Invitro-
gen), allowing nuclei visualization, followed by overnight drying at
4 ◦C. They were observed under a Nikon Eclipse E600 ﬂuorescence
microscope equipped with a CoolSNAP HQ2 camera (Photometrics,
Tucson, AZ), using a 40× objective. Images were processed by NIS
Element AR 3.0 software (Nikon Instruments, Inc., Melville, NY).
2.6. IDO activity assay
To  assess IDO activity, B lymphocytes were plated at 5 × 105
cells/well in 96-well plates and stimulated with 1000 U/ml IFN-
and 500 ng/ml CD40L or TLR ligands as above described. Approxi-
mately 24 h after activation, B cells and control cells were washed
and re-suspended in Hank’s balanced salt solution (HBSS) con-
taining 50 M l-tryptophan. They were then incubated for an
additional 4 h, followed by harvesting of the supernatant and
removal of cell debris by centrifugation. Tryptophan and kynure-
nine quantiﬁcation was undertaken by high-performance liquid
chromatography (HPLC) on a Hewlett Packard HP1050 equipped
with a DAD detector (Agilent), and analyzed with ChemStation soft-
ware. For each quantiﬁcation, 25 l of sample was injected into
an analytic Vydac 218TP C18 column and eluted with KH2PO4
buffer (0.01 M KH2PO4 and 0.15 mM EDTA, pH 5.0) containing
5% methanol HPLC grade at a ﬂow rate of 1.0 ml/min. The spec-
trophotometer was set at 254 nm to measure both kynurenine
and tryptophan elution. Retention time was  determined previously
with standard solutions of kynurenine (6.6 min) and tryptophan
(11.2 min). IDO activity was  expressed as the micromolar concen-
tration of kynurenine in samples, converted from tryptophan by
IDO.
3. Results
3.1. IDO mRNA expression in B lymphocytes in response to
exogenous cytokines
To  determine whether stimuli from activated T cells could up-
regulate IDO expression in B lymphocytes, we  treated isolated
human B cells with either soluble trimeric CD40L or IFN- or
both. We  evaluated IDO expression in B lymphocytes from multiple
donors, and observed that single or combined treatment induced
IDO, as detected by standard RT-PCR (Fig. 1A). Quantitative PCR
allowed us to determine that IDO mRNA was  expressed at com-
parable levels in CD40L- and IFN--activated B cells (Fig. 1B).
Combination of both factors increased the expression level by more
than 5-fold in comparison to single treatment.
An IDO-like protein termed IDO2 was recently identiﬁed as a
tryptophan-catabolizing enzyme, but its biological role is still not
well deﬁned. We  thus investigated whether IDO2 was also induced
in response to the previous stimuli. IDO2 mRNA expression by
activated B lymphocytes was  evaluated by standard RT-PCR, and
compared to IDO1 (Fig. 1C). IDO2 was found in control DC stimu-
lated with CD40L/LPS/IFN-. However, it was barely detectable in
IFN--treated DC and LPS/IFN--treated U937 cells in contrast to
IDO1 expression. In B lymphocytes, IDO2 mRNA was induced by
the same stimulations as for IDO1.
3.2. Up-regulation of IDO protein expression in B lymphocytes
We  then sought to determine whether IDO protein expres-
sion in B cells was  consistent with the transcriptional induction
observed. Considering that the strongest IDO mRNA expression
was seen after stimulation with both CD40L and IFN-, this com-
bination was  adopted to activate isolated B lymphocytes under
different incubation times. Western blotting revealed that IDO pro-
tein was expressed in human B lymphocytes in response to CD40L
and IFN-. Maximal protein expression was  apparent between 24
and 48 h, depending on the donor (Fig. 2A). This time point was thus
retained to further investigate IDO protein induction by other stim-
uli. Fig. 2B illustrates that IDO protein was up-regulated by IFN-
alone or in combination with CD40L, whereas CD40L with IL-4 had
no inducing effect on IDO expression. To study IDO expression in
B cells in a more physiological context, supernatants from anti-
CD3-pre-activated or isotype-matched control-stimulated CD4+
T lymphocytes were added to B lymphocytes for 24 h. IDO
protein was detected on exposure to CD4+-activated T cell super-
natant, whereas no expression was induced by control supernatant
(Supplemental Fig. 1). However, IDO protein induction was  weaker
in response to this activated T cell supernatant compared to stimu-
lation with exogenous CD40L/IFN-, indicating that soluble factors
produced by activated T cells were not optimal, and the signal pro-
vided by CD40L must be important.
To simulate IDO induction during an infection, we added stim-
ulation with TLR ligands to B lymphocytes with or without the
CD40L/IFN-. LPS, Poly I:C, oligonucleotides CpG and imiquimod for
TLR4, 3, 9 and 7/8 activation were performed respectively. LPS and
Poly I:C had no effect on neither RNA or protein expression of IDO
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Fig. 1. IDO mRNA induction in human B lymphocytes by T cell stimuli. B cells were
isolated from healthy donor PBMC and treated with either IFN- (1000 U/ml) or
CD40L (500 ng/ml), alone or in combination, for 24 h. RNA was  extracted, cDNA
was  prepared, and IDO and 18S gene expression was  analyzed by (A) standard or (B)
quantitative PCR. (B) Quantiﬁcation was relative to untreated control B lymphocytes,
and IDO expression was  normalized with 18S RNA, according to Pfafﬂ’s method
(Pfafﬂ,  2001). (C) IDO1 and IDO2 expression was assessed by standard PCR for 2
healthy donors.
alone or in combination with CD40L and IFN- (Fig. 3). TLR9 stim-
ulation reduced the protein expression in CD40L/IFN- activated
human B lymphocytes, without affecting the mRNA level. Finally,
IDO mRNA and protein expression were observed with imiquimod
stimulation alone and in combination with CD40L and IFN-.
Fig. 3. IDO mRNA transcription and protein expression in human B lymphocytes
exposed  to TLR ligands. Isolated B lymphocytes were treated with TLR ligands with
or without CD40L and IFN- for 24 h. (A) RNA was extracted, cDNA was prepared
and  IDO gene and 18S RNA expression was  analyzed by standard PCR. (B) Proteins
were  extracted and IDO and -actin expression levels were measured by Western
blotting.
To exclude the possibility that detected IDO resulted from
contaminating cells after B lymphocyte magnetic selection, we pro-
ceeded to double immunoﬂuorescence staining to conﬁrm that IDO
originated from B cells. Intracellular IDO and the surface marker
CD20, speciﬁc to B lymphocytes, were stained with primary Abs and
revealed with ﬂuorescence-conjugated secondary Abs. As depicted
in Fig. 4A (upper left panel), no IDO signal was apparent in untreated
CD20+ B cells, whereas weak expression was observed in IFN-
and CD40L + IL-4-stimulated B lymphocytes (Fig. 4, upper middle
panels). However, elevated IDO staining was detected in CD20-
expressing cells treated with a combination of CD40L and IFN-
(Fig. 4A, right panel). These ﬁndings reﬂect the results obtained by
quantitative PCR, and conﬁrm that IDO expression, measured by
Western blotting, did not originate from non-B cells.
3.3.  IDO produced by B cells is functionally inactive
To examine whether the IDO produced by B lymphocytes
was functionally active, we  assessed tryptophan consumption and
kynurenine production by untreated or CD40L/IFN--stimulated B
cells. After 4 h in tryptophan-containing HBSS medium, IFN- + LPS-
treated U937 cells, serving as positive control, degraded around
40% of the initial tryptophan (Fig. 5A). This observation was  sup-
ported by a corresponding increase in kynurenine concentration.
However, no tryptophan disappearance or kynurenine production
Fig. 2. IDO protein expression in B lymphocytes. (A) Isolated B lymphocytes and monocyte-derived DC were treated with CD40L + IFN- for the indicated incubation times
or  (B) either left untreated or treated with IFN- alone, IFN- + CD40L or IL-4 + CD40L, for 24 h. U937 cells served as controls. (A and B) Cells were harvested, proteins were
extracted, and IDO and -actin expression levels were measured by Western blotting.
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Fig. 4. IDO and CD20 co-expression. (A) Healthy donor B lymphocytes were untreated or stimulated with IFN-, IL-4 + CD40L, or IFN-+ CD40L, for 24 h. Dual-color immunoﬂu-
orescence staining was  performed with primary Abs speciﬁc to IDO and CD20, and with secondary Abs coupled respectively with FITC and Rhodamine. Nuclei were stained
with  DAPI. The results obtained with 1 representative donor are illustrated. (B) U937 cells untreated or treated with LPS/IFN- were considered as positive controls for IDO
staining.
was detected in untreated or CD40L/IFN--treated B lymphocyte
supernatants (Fig. 5A). Finally, B lymphocytes stimulated with TLR
ligands with or without CD40L/IFN- stimulation had no effect
on tryptophan consumption (Fig. 5B). This absence of tryptophan
degradation indicates that IDO expression by stimulated B lympho-
cytes is not functionally active, and may  have no biological effect
on the immune system.
4.  Discussion
Cellular cross-talk between B and T lymphocytes is central to
humoral responses. After antigen recognition by B cell receptors,
followed by processing and presentation of this antigen, B lympho-
cytes must receive signals from CD4+ helper T cells speciﬁc to the
same antigen to start antibody production. These include contact-
mediated signals through MHC/TCR, B7/CD28 and CD40/CD40L,
but also cytokines secreted by CD4+ T cells (reviewed in Mills and
Cambier, 2003). It has been known for over a decade that antigen-
presenting cells (APC), such as macrophages and DC, can produce
IDO, after interaction with T cells, and mediate inhibition of T cell
proliferation. Despite the fact that human CD40-activated B cells
have previously been shown to be effective APC (Lapointe et al.,
2003), no such IDO activity has been investigated in these cells.
Kai et al. (2004) examined IDO gene expression in different cellu-
lar subsets from human PBMC. Though IDO mRNA has been found
in isolated B lymphocytes, the poor purity of this cellular popula-
tion rendered these data questionable. In addition, neither protein
expression nor tryptophan degradation was  evaluated. A recent
report demonstrated that upon stimulation with CTLA4-Ig, IDO1
and IDO2 mRNA levels increased in murine PDCA-expressing B lym-
phocytes. However, it is still unknown whether this cellular subset
expresses IDO at the protein level and in a functional state (Vinay
et al., 2010). CTLA4-Ig has been previously demonstrated to induce
IDO expression in DC when high concentration of IFN- is present
in the microenvironment (Munn et al., 2004b). However the IFN-
is not required in CD8− DC compared to CD8+ DC (Orabona et al.,
2006). This IDO induction by CTLA4-Ig can occur only when DC
were activated by LPS, but not by CD40L ligation, which is prevent-
ing tolerogenic properties onset in human dendritic cells (Vacca
et al., 2005). In the present study, we noted IDO1 and IDO2 mRNA
Fig. 5. Functional assessment of IDO produced by B cells. (A) B lymphocytes were isolated from healthy donor PBMC and were either untreated or treated with IFN-+ CD40L
for  24 h to induce IDO expression. The U937 cell line used as control was treated with IFN- and LPS for 24 h to stimulate IDO expression. The cells were incubated for 4 h in
serum-free HBSS medium, and 50 M l-tryptophan. Levels of tryptophan and its degradation product kynurenine were quantiﬁed by HPLC. One representative experiment
of two is shown. (B) B lymphocytes were stimulated by 4 different TLR ligands with or without CD40L + IFN- for 24 h. The same experiment as in A was performed. One
representative experiment is shown.
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up-regulation in human B lymphocytes in response to stimuli from
activated T lymphocytes. While this up-regulation translated into
protein expression, tryptophan was not degraded by these IDO-
expressing cells.
To  investigate whether IDO could be a counter-regulatory mech-
anism deployed by B lymphocytes, we sought to mimic  possible
interaction with activated T cells. We  thus tested the previously
identiﬁed IDO inducers CD40L and IFN- (Munn et al., 1999). How-
ever, by combining CD40L with IL-4, IDO expression could not be
detected from human B lymphocytes. This is not surprising, consid-
ering the reported effects of the Th2 cytokine IL-4 on IDO expression
in other cell types. It has indeed been demonstrated that IL-4 has
an inhibitory impact on IDO expression and activity in human
monocytes (Musso et al., 1994). Furthermore, CpG oligodeoxynu-
cleotides are known to elicit IDO expression in DC (Mellor et al.,
2005), and, when administered systemically as adjuvant therapy in
a  murine model, they induce IDO expression in the spleen, leading
to T lymphocyte suppression (Wingender et al., 2006). TLR9, which
recognizes CpG motifs, is constitutively expressed by B lympho-
cytes. In our study, we stimulated enriched human B lymphocytes
with TLR ligands; CpG alone cannot stimulate IDO expression, but
surprisingly seems to down-regulate the protein expression when
combined to CD40L and IFN-. However, imiquimod a TLR7/8 ago-
nist was able to induce IDO expression in human B lymphocytes,
and amplify CD40L/IFN- response at mRNA and protein level. This
IDO activation by imiquimod can be an explanation of the immune
response down-regulation observed in sheep PBMC and B cells
when TLR7/8 agonists are added (Booth et al., 2010).
In  this study, we report that IDO, expressed by B lymphocytes
in response to different T cell stimuli or TLR engagement, does not
translate into tryptophan degradation. In mice, the situation has
been encountered in other cell types, such as DC. IDO expression
has been observed in 2 different DC subsets, namely CD8+ and
CD8−. However, no kynurenine accumulation had been quantiﬁed
from the latter subset, indicating an inactive state of IDO in the CD8
alpha-negative DC subset (Fallarino et al., 2002b). More recently,
IDO1 and IDO2 expression was detected in monocyte-derived DC,
but enzymatic activity was only exerted by IDO1, as demonstrated
by siRNA and the use of 2 different 1MT  isomers speciﬁcally inhibit-
ing IDO1 or IDO2 (Löb et al., 2008). These investigations highlight
the fact that when expressed, IDO is not necessarily in an active
form. This ﬁnding supports our results showing that neither of the
2 IDO genes was expressed in a functional state in human B cells.
More mechanistic experiments have to be conducted to determine
why the IDO expressed in human B cells is inactive or if another
mechanism inhibits IDO enzymatic activity.
In conclusion, despite the observation that the tryptophan-
catabolizing enzyme IDO is induced by IFN- and CD40L in human
B lymphocytes, it may  not have a biological impact in limit-
ing immune responses. Further studies are needed to determine
whether other factors could prompt functional IDO in B cells.
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mediated by PapMV nanoparticles in human antigen presenting cells is dependent on autophagy, 
Autophagy. 
2- Laïla-Aïcha Hanafi, Dominique Gauchat, Jessica Godin-Ethier, David Possamaï, Jean-Baptiste 
Duvignaud, Denis Leclerc, Nathalie Grandvaux and Réjean Lapointe. (2013) Fludarabine down-
regulates indoleamine 2,3-dioxygenase in tumors via a proteasome-mediated degradation mechanism, 
Plos One, 9(6) : e99211 
3- Nicolas Pallet, Isabelle Sirois, Christina Bell, Laïla-Aïcha Hanafi, Katia Hamelin, Mélanie Dieudé, 
Christiane Rondeau, Pierre Thibault, Michel Desjardins and Marie-Josée Hébert. (2013) A 
comprehensive characterization of autophagic membrane vesicles released by apoptotic human 
endothelial cells, Proteomics, 13(7), pp.1108-20. 
4- Laïla-Aïcha Hanafi, Jessica Godin-Ethier, Ciriaco A. Piccirillo and Réjean Lapointe. (2011) 
Indoleamine 2,3-dioxygenase expression in human cancer: clinical and immunological perspectives, 
Clinical Cancer Research 17(22), pp.6985-6991. 
5- Jessica Godin-Ethier, Laïla-Aïcha Hanafi, Jean-Baptiste Duvignaud et al. (2011) IDO expression 
by human B lymphocytes in response to T lymphocyte stimuli and TLR ligation is biologically inactive. 
Molecular Immunology 49(1-2), pp.253-259. 
6- Laïla-Aïcha Hanafi, Marilène Bolduc, Marie-Ève Laliberté-Gagné et al. (2010) Two distinct 
chimeric potexviruses share antigenic cross-presentation properties of MHC class I epitopes, Vaccine 
28, pp.5617-5626. 
7- Jessica Godin-Ethier, Sandy Pelletier, Laïla-Aïcha Hanafi et al. (2009) Human activated T 
lymphocytes modulate indoleamine 2,3-dioxygenase expression in tumors through Th1/Th2 balance. 
Journal of Immunology 183(12), p.7752-7760. 
 
Prix                       
 
Mai 2013 Prix d’engagement étudiant (ICM)    500 $  
Décembre 2009 Prix de présentation poster (PhD au CRCHUM)      500 $ 
Mars 2009 Prix de présentation poster (M.Sc. au CRCHUM)      500 $ 
Mai 2008 Liste d’honneur du doyen (B.Sc. Sciences biomédicales) 
 
Bourses            
 
2013-2014 Bourse de rédaction (Sciences biomédicales)    5000 $ 
2012-2013 Bourse de rédaction (Sciences biomédicales)    3500 $ 
2012-2013 Bourse d’excellence de la Faculté des études supérieures  5000 $ 
Juin 2012 Bourse de voyage Fonds Olive-Beaudry-Leriche   500 $ 
Mai 2012 Bourse de voyage AAI (American Association for Immunology) 500 $ 




2011-2012 Bourse d’excellence CRCHUM             1000 $ 
2011-2012  Bourse d’excellence Sciences biomédicales    1000 $ 
2011-2014 Bourse Ph.D. Fond de recherche du Québec - santé (FRQS)                  20 000 $/year 
2010-2011  Bourse de doctorat Sciences biomédicales     3500 $ 
2009-2010 Bourse Marc-Bourgie (ICM)        6000 $  
2009-2010  Bourse de doctorat Sciences biomédicales    2500 $ 
Avril 2009 Bourse de voyage CSI (Canadian Society for Immunology)  500 $ 
2008-2009 Bourse de maîtrise Sciences biomédicales    2000 $ 
2008-2009 Bourse de maîtrise CRCHUM      2000 $ 
 
Présentations            
Orales :   
1- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc et Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I via les VLP  de potexvirus  (9 novembre 2012) 22e 
Journée scientifique de l’Institut du Cancer de Montréal, Montréal, QC. 
2- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc et Réjean Lapointe. Autophagy is implicated in MHC class I 
antigen cross-presentation mediated by potexvirus VLP (4-8 mai 2012) 99th American Association for 
immunology (AAI) meeting, Boston, MA  
3- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc et Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I via les VLP  de potexvirus  (18 novembre 2011) 21e 
Journée scientifique de l’Institut du Cancer de Montréal, Montréal, QC. 
4- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc et Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I via les particules pseudo-virales de potexvirus  (12 
novembre 2010) 20e Journée scientifique de l’Institut du Cancer de Montréal, Montréal, QC. 
5- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc et Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I via les particules pseudo-virales de potexvirus  (27 
février 2009) 19e Journée scientifique de l’Institut du Cancer de Montréal, Montréal, QC. 
6- Laïla-Aïcha Hanafi et Réjean Lapointe. Caractérisation de l’indoleamine 2,3-dioxygenase dans 
des cancers du sein et du rein chez l’humain (11 septembre 2007) Séminaire de stage, Université de 
Montréal, Montréal, QC 
 
Affiches : 
1- Laïla-Aïcha Hanafi, Dominique Gauchat, Jessica Godin-Ethier et al. Fludarabine down-regulates 
indoleamine 2,3-dioxygenase in tumors via a proteasome-mediated degradation mechanism (21-23 
mai 2014) 7th annual canadian cancer immunotherapy symposium, CCIC Québec city, QC 
2- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Autophagy is implicated in MHC class I 
antigen cross-presentation mediated by potexvirus VLP (5 décembre 2013) Congrès des étudiants et 
stagiaires du CRCHUM, Montréal, QC 
3- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Autophagy is implicated in MHC class I 
antigen cross-presentation mediated by potexvirus VLP (5-7 juin 2013) 6th annual canadian cancer 
immunotherapy symposium, CCIC Toronto, ON 
4- Laïla-Aïcha Hanafi, Dominique Gauchat, Jessica Godin-Ethier et al. Fludarabine down-regulates 
indoleamine 2,3-dioxygenase in tumors via a proteasome-mediated degradation mechanism (5-7 juin 
2013) 6th annual canadian cancer immunotherapy symposium, CCIC Toronto, ON 
5- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Autophagy is implicated in MHC class I 
antigen cross-presentation mediated by potexvirus VLP (17-22 février 2013) Keystone (B4 – 




6- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. L’autophagie est impliquée dans la 
présentation croisée par CMH de classe I des potexvirus (18 décembre 2012) Congrès des étudiants et 
stagiaires du CRCHUM, Montréal, QC 
7- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Autophagy is implicated in MHC class I 
antigen cross-presentation mediated by potexvirus VLP (12-14 juin 2012) 25th Canadian student health 
research forum (CSHRF) Winnipeg, Canada (selected by biomedical sciences program) 
8- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Autophagy is implicated in MHC class I 
antigen cross-presentation mediated by potexvirus VLP (4-8 mai 2012) 99th American Association for 
immunology (AAI) meeting, Boston, MA  
9- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Autophagy in implicated in MHC class I 
cross-presentation by potexvirus VLP (11-13 avril 2012) 5th annual canadian cancer immunotherapy 
symposium, CCIC Montréal, QC 
10- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I  via les particules pseudo-virales de potexvirus (13 
décembre 2011) Congrès des étudiants et stagiaires du CRCHUM, Montréal, QC 
11- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I  via les particules pseudo-virales de potexvirus (15 
décembre 2010) Congrès des étudiants et stagiaires du CRCHUM, Montréal, QC 
12- Laïla-Aïcha Hanafi, Marilène Bolduc, Marie-Ève Laliberté-Gagné et al. Two distinct chimeric 
potexviruses share antigenic cross-presentation properties of MHC class I epitopes (22-27 août 2010) 
14th International Congress for Immunology, Kobe, Japon 
13- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I  via les particules pseudo-virales de potexvirus (16 
décembre 2009) Congrès des étudiants et stagiaires du CRCHUM, Montréal, QC 
14- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Molecular pathways of major 
histocompatibility complex class I cross-presentation mediated by new vaccine platform Papaya 
Mosaic Virus-like particles (24 svril 2009) Journée d’immunologie du CHUM, Montréal, QC 
15- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Molecular pathways of major 
histocompatibility complex class I cross-presentation mediated by new vaccine platform Papaya 
Mosaic Virus-like particles (3-6 avril 2009) Canadian Society for Immunology, Whistler, BC 
16- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc and Réjean Lapointe. Mécanismes moléculaires de la 
présentation croisée par le CMH de classe I  via les particules pseudo-virales de potexvirus (19 mars 
2009) Congrès des étudiants et stagiaires du CRCHUM, Montréal, QC 
17- Laïla-Aïcha Hanafi, Denis Leclerc, Diane Beauseigle et al. Proteasome-independent major 
histocompatibility complex class I cross-presentation mediated by new vaccine platform Papaya 
Mosaic Virus-like particles (11-14 avril 2008) Canadian Society for Immunology, Mont Tremblant, 
QC 
 
Implication sociale            
Mars 2010-2014 Juge Expo-sciences 
 Finale régionale de Laval (2010) et de Montréal (2011-14) et finale 
provinciale (2010 et 2014) 
Février 2009-2014 Bénévole 
 Concert contre le cancer, Casino contre le cancer  
Sept 2010-Déc 2013 Réprésentante étudiante 
 Conseil d’administration d’Immunologie Montréal 
Janvier 2013 Campagne promotionnelle “Je suis Michèle” 
 Participation à une vidéo pour réduire les coupes du FRQ-S 
Sept -Nov 2010  Organisation d’évènements (20e journée scientifique de l’ICM) 
